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La presente invention a trait a des vaccins ADN ameliores pour les 
animaux de rente, en particulier bovins et porcins. 

U utilisation de molecules d'acide desoxyribonucleique (ADN) pour la 
vaccination est connue depuis le debut des annees 90 (Wolf et al. Science 1990. 
247. 1465-1468). Cette technique de vaccination induit une immunite cellulaire et 
humorale apres la transfection in vivo de cellules du sujet a vacciner par des 
molecules d'ADN ou d'ARN codant pour des proteines immunologiquement 
actives. 

Un vaccin ADN se compose d'au moins un plasmide pouvant etre exprime 
par la machinerie cellulaire du sujet a vacciner et d'un vehicule ou d'un excipient 
pharmaceutiquement acceptable. La sequence nucleotidique de ce plasmide 
code pour, entre autres, un ou plusieurs immunogenes, tels que des proteines ou 
glycoproteines capables d'induire, chez le sujet a vacciner, une reponse 
immunitaire cellulaire (mobilisation des lymphocytes T) et humorale (stimulation 
de la production d'anticorps specif iquement diriges contre I'immunogene) (Davis 
H. L. Current Opinion Biotech. 1997. 8. 635-640). 

Tous les immunogenes provenant d'un pathogene ne sont pas des 
antigenes assez efficaces naturellement pour induire une reponse immunitaire 
protectrice optimale chez I' animal a vacciner. II est done necessaire d'ameliorer 
la reponse immunitaire. 

Differentes voies d'administration du vaccin ADN sont proposees 
(intraperitoneale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intradermique, 
muqueuse, etc.). Differents moyens d'administration ont egalement ete 
proposes, notamment des particules d'or enrobees d'ADN et projetees de fa?on 
a penetrer dans les cellules de la peau du sujet a vacciner (Tang et al. Nature 
1992. 356. 152-154) et les injecteurs par jet liquide permettant de transfecter a la 
fois des cellules de la peau et des cellules des tissus sous-jacents (Furth et al. 
Analytical Bioch. 1992. 205. 365-368). 

Des composes chimiques ont ete utilises pour la transfection in vitro 

d'ADN : 

A/ - les lipides cationiques. 
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Les lipides cationiques sont eux-memes divises en quatre sous-groupes. 

1) les lipides cationiques contenant des sels d'ammonium quaternaire, comme 
par exemple le DOTMA (dioleoyloxypropyl-trimethylammonium, produit par Gibco 
sous le nom de Lipofectine), le DOTAP (trimethyl-2,3-(octadec-9-ene-oyloxy)-1- 

5 propanammonium ; Gregoriadis et a/. FEBS Letters 1997. 402. 107-110), le 
DMRIE (N-(2-hydroxyethyl)-N,N-dimethyl-2,3-bis(tetradecyloxy)-1- 
propanaminium ; WO-A-9634109), le DLRIE (N-(2-hydroxyethyl)-N,N-dimethyl- 
2,3-bis(dodecyloxy)-1-propanaminium ; Feigner era/. Ann. N Y Acad. Sci. 1995. 
772. 126-139). 

io Ces lipides cationiques contenant des sels d'ammonium quaternaire peuvent 
etre associes ou non avec un lipide neutre supplemental, tel que le DOPC 
(dioleoyl-phosphatidyl-choline) ou le DOPE (dioleoyl-phosphatidyl-ethanolamine) 
(J. P. Behr, Bioconjugate Chemistry 1994. 5. 382-389). 

2) les lipoamines, comme par exemple le DOGS 
15 (dioctadecylamidoglycylspermine, produit par Promega sous le nom de 

Transfectam ; Abdallah et al. Biol. Cell. 1995. 85. 1-7), le DC-Choi 
(dimethylaminoethane-carbamoyl-cholesterol ; Gao et Huang, Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 1991. 179. 280-285), le BGSC (bis-guanidine-spermidine- 
cholesterol), le BGTC (bis-guanidine-tren-cholesterol) (Vigneron et al. Proc. Natl. 
20 Acad. Sci. USA 1996. 93. 9682-9686). 

3) les lipides cationiques contenant des sels d'ammonium quaternaire et des 
lipoamines, comme par. exemple le DOSPA (N,N-dimethyl-N-(2- 
(sperminecarboxamido)ethyl)-2,3-bis(dioleoyloxy)-1-propanimidium 
pentahydrochloride, commercialise par Gibco sous le nom de LipofectAmine® ; 

25 Hawley-Nelson et al. Focus 1993. 15. 73-79), le GAP-DLRIE (N-(3-aminopropyl)- 
N,N-dimethyl-2,3-bis(dodecyloxy)-1-propanaminium ; Wheeler et al. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 1996. 93. 11454-11459 ; Norman et al. Vacine 1997. 15. 801- 
803). 

4) les lipides contenant des sels d'amidine, comme par exemple I'ADPDE, 
30 I'ADODE (Ruysschaert et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1994. 203. 

1622-1628). 



B/ - les polymeres, comme par exemple le SuperFect™ (molecules de 
dendrimeres actives, produits par Qiagen ; Xu et al. Mol. Genet. Metab. 1998. 
64. 193-197), et 

01 - les agents biochimiques, comme par exemple les toxines, notamment 

les toxines choleriques. 

Certains de ces composes ont aussi ete utilises dans la formulation de 
vaccins ADN avec des resultats plus que mitiges. Les connaissances en matiere 
de transfection in vitro ne sont pas transposables a la vaccination ADN ou 
Tobjectif final est d'assurer une reaction immunitaire protectrice. Des effets 
negatifs sur I' induction d'une protection immunitaire efficace ont meme ete 
constates avec des composes connus pour favoriser la transfection in vitro. 
Certains composes chimiques de formulation sont toxiques a hautes doses pour 
les cellules transferees. 

Dans les travaux de Etchart (Etchart et al. J. Gen. Virol. 1997. 78. 1577- 
1580), I'utilisation du DOTAP n'a pas eu d'effet adjuvant lors de T administration 
du vaccin ADN par la voie intranasale, alors qu'il en a eu par la voie orale. Le 
DOTAP a egalement ete utilise dans des vaccins ADN codant pour 
Themagglutinine (HA) du virus de la grippe sur le modele souris administres par 
la voie intranasale (Ban etal. Vaccine 1997. 15. 811-813), mais Taddition de 
DOTAP a inhibe la reponse immunitaire. L" utilisation de DC-Choi ou de 
DOTAP/DOPE dans des vaccins ADN codant pour la proteine de surface (S) du 
virus de I' hepatite B sur le modele souris administres par la voie intramusculaire 
a permis d'augmenter la reponse en anticorps, alors que I'utilisation de la 
Lipofectine (ou DOTMA) n'a pas augmente cette reponse (Gregoriadis et al. 
FEBS Letters 1997. 402. 107-110). Le DC-Chol/DOPE a egalement ete utilise 
dans des vaccins ADN contre le virus de I'immunodeficience humaine (HIV, 
proteine Env) sur le modele souris, dont Tadministration par la voie 
intramusculaire a induit une reponse immunitaire plus efficace, alors que 
Tadministration par la voie sous-cutanee ou intradermique ne Ta pas augmentee 
(Ishii etal. AIDS Res. Hum. Retro. 1997. 13. 1421-1428). 
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L' addition de certaines cytokines, notamment d'interleukines ou 
d'interferons, peut permettre d'ameliorer la reponse immunitaire induite en 
particuiier par les vaccins ADN. Chaque cytokine declenche une reaction qui lui 
est propre et oriente plus ou moins la reponse immunitaire vers une reponse 
5 cellulaire ou vers une reponse humorale (Pasquini et al. Immunol. Cell. Biol. 
1997. 75. 397-401 ; Kim et ai J. Interferon Cytokine Res. 1999. 19. 77-84). Les 
effets adjuvants d'une cytokine provenant d'une espece donnee ne sont pas 
necessairement les memes si le contexte immunitaire varie, notamment si cette 
cytokine est administree a une autre espece, done dans un systeme immunitaire 

lo heterologue. L'addition de cytokine peut egalement n'avoir aucun effet adjuvant, 
voire aboutir a une inversion de r effet recherche, e'est-a-dire une diminution ou 
une inhibition de la reponse immunitaire. Ainsi, un vaccin ADN codant pour une 
chaine simple d'une immunoglobuline fusionnee avec le GM-CSF n'augmente 
pas la reponse immunitaire, alors que Tadministration directe chez la souris de 

15 cette proteine de fusion est efficace, tout comme Test I' administration d'une 
proteine de fusion formee de Fv et de la cytokine IL-1beta ou ('administration 
d'un vaccin ADN codant pour cette derniere proteine de fusion (Hakim et al. J. 
Immunol 1996. 157. 5503-5511). fertilisation de plasmides co-exprimant la 
cytokine IL-2 et la proteine d'enveloppe du virus de I'hepatite B dans une 

20 conformation fusionnee ou non fusionnee aboutit a I'augmentation des reponses 
immunitaires humorales et cellulaires (Chow et ai J. Virol. 1997. 71. 169-78). 
Mais Tutilisation d'un plasmide bicistronique codant pour la glycoproteine gp120 
du virus de I'immunodeficience acquise humaine (HIV-1) et la cytokine IL-2 a 
induit une reponse immunitaire specifique anti-gp120 plus faible que celle 

25 obtenue par I'utilisation d'un plasmide monocistronique codant uniquement pour 
gp120 (Barouch et ai J. Immunol 1998. 161. 1875-1882). La co-injection chez la 
souris de deux vecteurs d'expression, I'un codant pour la glycoproteine G du 
virus de la rage, I'autre pour le GM-CSF murin stimule Tactivite des lymphocytes 
B et T, alors que la co-injection avec un plasmide codant pour I' interferon gamma 

30 (a la place du GM-CSF murin) a pour resultat une diminution de la reponse 
immunitaire (Xiang et ai Immunity 1995. 2. 129-135). 



- V 
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Certaines modifications au niveau des antigenes, telles que les deletions 
d'une partie de la sequence nucleotidique codant pour I'antigene, les insertions 
d'un fragment d'ADN dans la sequence nucleotidique codant pour I'antigene ou 
dans les regions non traduites en amont ou en aval, peuvent egalement 

5 ameliorer I'efficacite des vaccins ADN, notamment en ameliorant le niveau 
d'expression de I'antigene ou sa presentation. 

Mais en pratique, les manipulations au niveau de la sequence 
nucleotidique codant pour I'antigene peuvent entrainer une diminution ou la perte 
de I'activite immunologique initiale. Ainsi, la deletion du domaine 

10 transmembranaire dans le gene codant pour I'antigene G du virus de la rage a 
diminue le niveau de protection induit chez le modele souris apres administration 
par la voie intramusculaire d'un vaccin ADN codant pour cet antigene modifie 
(Xiang et al. Virol. 1995. 209. 569). La deletion du domaine transmembranaire 
. dans le gene codant pour la glycoproteine gD du virus herpes bovin (BHV) n'a 

15 pas permis d'augmenter la reponse en anticorps et n'a induit qu'une protection 
partielle chez les bovins vaccines par la voie intramusculaire (van Drunen Little- 
van den Hurk et al. J. Gen. Virol. 1998. 79. 831-839). Les reponses immunitaires 
humorales et cellulaires et la protection conferee sont identiques chez des 
cobayes eprouves apres avoir ete immunises a I'aide soit d'un vaccin ADN 

20 codant pour la glycoproteine GP du virus Ebola, soit d'un vaccin ADN codant 
pour cette glycoproteine GP mais sous une forme secretee (Xu et al. Nature 
Medicine 1998. 4. 37-42). 

L'insertion de la sequence signal de I'activateur du plasminogene 
tissulaire humain (en anglais human tissue Plasminogen Activator ou human 

25 tPA) dans le gene codant pour I'antigene Pf332 de la malaria n'a pas permis 
d'augmenter la reponse en anticorps chez la souris vaccinee par voie 
intramusculaire (Haddad et al. FEMS 1997. 18. 193-202). L' addition en phase 
d'une sequence tPA au gene codant pour I'antigene VP7 du rotavirus murin n'a 
pas egalement permis d'augmenter la reponse en anticorps chez la souris 

30 vaccinee par voie intradermique, alors que la proteine de fusion formee de 
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Tantigene VP4 et du tPA a permis cette augmentation, mais sans induire une 
protection efficace (Choi ef a/. Virology 1998. 250. 230-240). 

Les modifications effectuees sur la sequence nucleotidique d'un antigene 
ne peuvent pas en general etre directement transposees a un autre antigene, car 
5 les antigenes n'ont pas toujours les memes agencements structuraux. 

La deposante a pour objectif r amelioration de Tefficacite de la vaccination 
ADN. Elle a en particulier pour objectif d'obtenir une meilleure reponse 
immunitaire et notamment une protection efficace chez les animaux de rente, 

!0 notamment chez les bovins et les porcins, par la vaccination ADN. 

La deposante a pour objectif Telaboration de vaccins ADN ameliores 
induisant une reponse immunitaire efficace et protectrice contre le virus herpes 
bovin de type 1 (BHV-1) encore appele virus de la rhinotracheite infectieuse 
bovine (IBR), le virus respiratoire syncitial bovin (BRSV), le virus de la maladie 

15 des muqueuses ou pestivirus bovin de type 1 ou de type 2 (bovine viral diarrhea 
virus ou BVDV-1 et BVDV-2), le virus parainfluenza de type 3 (bPI-3) chez les 
bovins. 

La deposante a pour objectif I'elaboration de vaccins ADN ameliores 
induisant une reponse immunitaire efficace et protectrice comprenant au moins 

20 une valence choisie parmi le groupe forme par le virus herpes porcin ou virus de 
la maladie d'Aujeszky (Pseudorabies virus ou PRV), le virus du syndrome 
respiratoire et reproducteur porcin (porcine reproductive respiratory syndrome ou 
PRRSV), le virus de la grippe porcine (swine influenza virus ou SIV), virus de la 
peste porcine classique (Hog Cholera Virus ou HCV), parvovirus chez les 

25 porcins. 

La deposante a egalement pour objectif Telaboration de vaccins ADN 
ameliores permettant d'obtenir une protection immunitaire efficace et protectrice 
chez le bovin, comprenant au moins une valence choisie parmi le groupe forme 
des virus BHV-1, BRSV, BVDV, bPI-3 et la rage. 
30 L'invention a pour objet des vaccins ADN ameliores permettant d'obtenir 

une protection efficace contre au moins un pathogene infectant les animaux de 
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rente, notamment les bovins et les porcins. Le vaccin ADN est ameliore : soit par 
sa formulation, soit par r addition de GM-CSF, soit par I' optimisation du ou des 
antigenes, soit par des combinaisons de ces solutions. 

De preference, le vaccin ADN est ameliore par sa formulation, et 
facultativement soit par I' addition de GM-CSF, soit par I'optimisation du ou des 
antigenes, enfin soit par I' addition de GM-CSF et par I'optimisation du ou des 
antigenes. 

Par definition, le vaccin ADN comprend comme principe actif un plasmide 
codant pour et exprimant un gene ou fragment de gene. Le terme plasmide 
recouvre une unite de transcription ADN comprenant une sequence 
polynucleotidique comprenant la sequence du gene a exprimer et les elements 
necessaires a son expression in vivo. On prefere la forme plasmide circulaire, 
super enroulee ou non. La forme lineaire entre egalement dans le cadre de cette 
invention. 

Chaque plasmide comprend un promoteur apte a assurer, dans les 
cellules notes, I'expression du gene insere sous sa dependance. II s'agit en 
general d'un promoteur eucaryote fort et en particulier d'un promoteur precoce 
du cytomegalovirus CMV-IE, d'origine humaine ou murine, ou encore 
eventuellement d'une autre origine telle que rat, cobaye. De maniere plus 
20 generale, le promoteur est soit d'origine virale, soit d'origine cellulaire. Comme 
promoteur viral autre que CMV-IE, on peut citer le promoteur precoce ou tardif 
du virus SV40 ou le promoteur LTR du virus du Sarcome de Rous. II peut aussi 
s'agir d'un promoteur de virus dont provient le gene, par exemple le promoteur 
propre du gene. Comme promoteur cellulaire, on peut citer le promoteur d'un 
gene du cytosquelette, tel que par exemple le promoteur de la desmine, ou 
encore le promoteur de I'actine. Lorsque plusieurs genes sont presents dans le 
meme plasmide, ceux-ci peuvent etre presentes dans la meme unite de 
transcription ou dans plusieurs unites differentes. 
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Suivant une premiere modalite, les vaccins ADN selon I' invention sont 
formules par addition a titre d'adjuvant, de lipides cationiques contenant un sel 
d'ammonium quaternaire, de formule : 

CH 3 

R n - O - CH 2 - CH - CH 2 - N < ?— R 2 - X 
OR, CH 3 

- s dans laquelle R1 est un radical aliphatique lineaire, sature ou insature, 

ayant 12 a 18 atomes de carbone, R2 est un autre radical aliphatique, 
renfermant 2 ou 3 atomes de carbone, et X un groupement hydroxyle ou amine. 

De preference il s'agit du DMRIE, de preference associe avec un lipide 
neutre, notamment le DOPE, pour former le DMRIE-DOPE. 

i<> La presente invention a done pour objet un vaccin ADN contre au moins 

un pathogene touchant les animaux de rente, notamment les bovins ou les 
porcins, comprenant au moins un plasmide contenant au moins une sequence 
nucleotidique codant pour un immunogene d'un pathogene de Tespece animale 
consideree, dans des conditions permettent ('expression in vivo de cette 

1 5 sequence, et un lipide cationique contenant un sel d'ammonium quaternaire, 
notamment le DMRIE, de preference associe au DOPE. 

De preference, le melange vecteur recombinant avec cet adjuvant se fait 
de maniere extemporanee et Ton prefere, avant son administration a Tanimal, 
laisser le temps au melange ainsi constitue de se complexer, par exemple 

20 pendant une duree allant de 10 a 60 minutes, notamment de Tordre de 30 
minutes. 

Lorsque du DOPE est present, le ratio molaire DMRIE : DOPE va de 
preference de 95 : 5 a 5 : 95, plus particulierement de 1 : 1 . 

Le ratio ponderal plasmide : adjuvant DMRIE ou DMRIE-DOPE peut aller 
25 notamment de 50 : 1 a 1 : 10, notamment de 10 : 1 a 1 : 5, de preference de 1 : 
1 a 1 : 2. 
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Suivant une deuxieme modalite, on ajoute aux vaccins selon I'invention le 
GM-CSF (en anglais Granulocyte macrophage - colony stimulating factor ; Clark 
S. C. etai Science 1987. 230. 1229 ; Grant S. M. et al. Drugs 1992. 53. 516), ce 
qui peut se faire par I' incorporation de proteine GM-CSF directement dans la 

5 composition vaccinate ou de preference par Tinsertion de la sequence 
nucleotidique codant pour le GM-CSF dans un vecteur d'expression dans des 
conditions permettant son expression in vivo, Comme vecteur d'expression, on 
prefere utiliser un plasmide, e.g. le plasmide contenant la sequence 
nucleotidique codant pour le (ou les) antigene(s) d'interet ou un autre plasmide. 

H) Le choix du GM-CSF se fait en fonction de I'espece animale a vacciner, ainsi 
pour les bovins le GM-CSF bovin est utilise, pour les pores il s'agit du GM-CSF 
porcin. 

Suivant une troisieme modalite, la (ou les) sequence nucleotidique codant 
pour I'immunogene sont sous une forme optimisee. Par optimisation, on entend 

15 toute modification de la sequence nucleotidique, notamment se manifestant au 
moins par un niveau d'expression plus eleve de cette sequence nucleotidique, 
et/ou par une augmentation de la stabilite de I'ARN messager codant pour cet 
antigene, et/ou par la secretion provoquee de cet antigene dans le milieu 
extracellulaire, et ayant pour consequence directe ou indirecte une augmentation 

20 de la reponse immunitaire induite. 

Dans la presente invention, ('optimisation de I'antigene d'interet consiste 
de preference en la deletion du fragment de la sequence nucleotidique codant 
pour le domaine transmembranaire de I'antigene d'interet (par deletion, on 
intend la deletion totale ou une deletion partielle suffisante pour que le domaine 

25 transmembranaire ne soit plus, ou substantiellement plus, fonctionnel), et/ou en 
('addition en phase d'une sequence nucleotidique codant pour le signal tPA 
(Montgomery et al. Cell. Mol. Biol. 1997. 43. 285-292 ; Harris et al. Mol. Biol. Med 
1986. 3. 279-292), et/ou en Tinsertion d'intron stabilisateur en amont du gene a 
exprimer. La deletion du fragment d'ADN codant pour le domaine 

30 transmembranaire de I'antigene d'interet favorise la secretion vers le milieu 
extracellulaire des antigenes ainsi tronques et ainsi augmente leurs possibilites 
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de contact avec les cellules du systeme immunitaire. U insertion de la sequence 
nucleotidique codant pour le signal tPA faciiite la traductibilite de I'ARN messager 
auquel le signal tPA est joint, et augmente ainsi le niveau d'expression de cet 
ARN messager et done la production d'antigenes. Le signal tPA joue aussi un 
role dans la secretion de I'antigene synthetise. 

D'autres sequences nucleotidiques codant pour des peptides signaux 
peuvent etre utilisees, notamment celles du peptide signal de la melittine 
provenant des abeilles (Sisk W. P. et a/., 1994, J. Virol., 68, 766-775). 

LMnsertion d'un intron stabilisateur dans le gene codant pour I'antigene 
d'interet evite les epissages aberrants de son ARN messager et maintient 
I'integrite physique de ce dernier. 

De preference le signal tPA est d'origine humaine. La sequence 
nucleotidique du signal tPA humain est accessible aupres de la base de donnees 
GenBank sous le numero d'acces NM_000930. De preference, I'intron est 
r intron II du gene de la beta-globine du lapin (van Ooyen et a/. Science 1979. 
206. 337-344), dont la sequence nucleotidique est accessible aupres de la base 
de donnees GenBank sous le numero d'acces V00882 et referencee sous intron 
n°2. 

La presente invention a pour objet un vaccin ADN ameliore capable 
d'induire une reponse immunitaire efficace et protectrice chez les bovins contre 
la rhinotracheite infectieuse bovine (IBR). 

Le virus responsable de la rhinotracheite infectieuse bovine est un virus 
herpes bovin de type 1 (BHV-1), membre de la famille des Alphaherpesvirinae 
(Babiuk L. A. et al. 1996. Vet. Microbiol. 53. 31-42). Des sequences 
nucleotidiques codant pour les glycoproteines gB, gC et gD, sont connues et 
accessibles aupres de la base de donnees GenBank sous le numero d'acces 
AJ004801. 

Selon Tinvention, le vaccin ADN contre IBR est de preference ameliore par 
sa formulation avec un adjuvant selon Tinvention, notamment le DMRIE, de 
preference le DMRIE-DOPE. Facultativement, cela peut etre combine avec soit 
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P addition de GM-CSF bovin (Maiiszewski et a/. Molec. Immunol. 1988. 25. 843- 
850), soit I' optimisation d'au moins un antigene de IBR, enfin soit P addition de 
GM-CSF bovin et ['optimisation d'au moins un antigene de IBR. 

Une sequence nucleotidique codant pour le GM-CSF bovin est accessible 

5 aupres de la base de donnees GenBank sous le numero d'acces U22385. 

L'addition de GM-CSF bovin peut se faire par P incorporation du 
polypeptide GM-CSF bovin dans la composition vaccinale ou de preference par 
Pinsertion de la sequence nucleotidique codant pour le GM-CSF bovin dans un 
vecteur d'expression in vivo, de preference un plasmide. De preference, la 

io sequence nucleotidique codant pour le GM-CSF bovin est inseree dans un 
deuxieme plasmide d'expression (e.g. pLF1032 exemple 13), different de celui 
(ou de ceux) dans lequel est insere le ou les genes codant pour le ou les 
antigenes de IBR. 

L'optimisation des antigenes issus de IBR se fait par substitution, par une 
is sequence " signal notamment celle du signal tPA d'origine humaine (GenBank 
numero d'acces NM_000930), de la sequence du peptide signal de la 
glycoproteine gB et/ou de la glycoproteine gC et/ou de la glycoproteine gD, et/ou 
par la deletion du fragment d'ADN codant pour le domaine transmembranaire de 
gB et/ou de gC et/ou de gD. La deletion du fragment d'ADN codant pour le 
20 domaine transmembranaire d'une de ces glycoproteines s'accompagne de 
preference de la partie C terminate contigue (portion cytoplasmique de la 
glycoproteine). Le vaccin ADN contre IBR selon I'invention peut done coder et 
exprimer un seul antigene d'IBR optimise (gB, gC ou gD) ou deux d'entre eux ou 
les trois, e'est-a-dire gB optimise, gC optimise et gD optimise. 
25 Des sequences nucleotidiques codant pour les antigenes de BHV-1 

utilisables dans la presente invention et differentes constructions de vecteurs 
d'expression sont donnees dans les exemples annexes et dans FR-A1 -2751 229, 
notamment dans les exemples 7 et 8, et dans les figures 3 et 4. 

De maniere preferentielle selon I'invention, le vaccin ADN contre BHV-1 
30 est formule avec du DMRIE-DOPE, et est compose d'un plasmide d'expression 
(e.g. pPB281, exemple 3.1.2) codant pour P antigene gB de BHV-1 optimise par 
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la deletion du fragment de la sequence nucleotidique codant pour le domaine 
transmembranaire et la partie C terminale contigue, d'un deuxieme plasmide 
d'expression (e.g. pPB292, exemple 3.2.2) codant pour I'antigene gC de BHV-1 
optimise par la deletion du fragment de la sequence nucleotidique codant pour le 
5 domaine transmembranaire et la partie C terminale contigue, et d'un troisieme 
plasmide d'expression (e.g. pPB284, exemple 3.3.2) codant pour I'antigene gD 
de BHV-1 optimise par la deletion du fragment de la sequence nucleotidique 
codant pour le domaine transmembranaire et la partie C terminale contigue. 

De maniere generate, et pas seulement pour BHV-1 , la partie C terminate 
io contigue a la sequence codant pour le domaine transmembranaire peut etre 
conservee. II est toutefois souvent plus aise de la deleter en meme temps que la 
sequence codant pour le domaine transmembranaire. 

La presente invention a aussi pour objet un vaccin ADN ameliore capable 
d'induire une reponse immunitaire efficace et protectrice chez les bovins contre 
\5 le virus respiratoire syncitial bovin (BRSV). 

Le virus BRSV est un Paramyxovirus, membre egalement de la famille des 
Paramyxoviridae (Baker et at. Vet. Clin. North Am. Food Anim. Pract. 1997. 13. 
425-454). Des sequences nucleotidiques codant pour la proteine F et la 
glycoproteine G sont connues et accessibles aupres de la base de donnees 
20 GenBank respectivement sous le numero d'acces Y17970 et U33539. 

Le vaccin ADN contre BRSV est de preference formule avec un adjuvant 
selon I'invention, notamment le DMRIE, de preference le DMRIE-DOPE. Ceci 
peut etre facultativement combine avec soit r addition de GM-CSF bovin, soit 
Toptimisation d'au moins un antigene de BRSV, enfin soit I'addition de GM-CSF 
25 bovin et I'optimisation d'au moins un antigene de BRSV. 

L'addition de GM-CSF bovin peut se faire comme cela est decrit pour 
BHV-1. 

L' optimisation des antigenes issus de BRSV se fait par substitution, par 
une sequence " signal", notamment celle du tPA d'origine humaine, de la 
30 sequence signal de la proteine F de BRSV et/ou de la glycoproteine d'enveloppe 
G de BRSV, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le domaine 
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transmembranaire de F et/ou de G. La deletion du fragment d'ADN codant pour 
le domaine transmembranaire d'une de ces proteines s'accompagne de 
preference de la partie C terminale contigue. Le vaccin ADN contre BRSV selon 
I'invention peut done coder et exprimer un seul antigene de BRSV optimise (F ou 
5 G) ou les deux (F et G). 

Des sequences nucleotidiques codant pour les antigenes de BRSV 
utilisables dans la presente invention et differentes constructions de vecteurs 
d'expression sont donnees dans les exemples annexes et dans FR-A1 -2751 229, 
notamment dans les exemples 9 et 10, et dans les figures 5 et 6. 

to De maniere preferentielle selon I'invention, le vaccin ADN contre BRSV 

est formule avec du DMRIE-DOPE, et est compose d'un plasmide d'expression 
(e.g. pSB114 exemple 4.1.3) codant pour I'antigene F de BRSV optimise par 
Tinsertion de la sequence signal du tPA humain a la place de la sequence signal 
de F, par la deletion du fragment de la sequence nucleotidique de F codant pour 

I5 le domaine transmembranaire et la partie C terminale contigue, et d'un deuxieme 
plasmide d'expression (e.g. pSB110 exemple 4.2.2) codant pour I'antigene G de 
BRSV optimise par Tinsertion de la sequence signal du tPA humain a la place de 
la sequence signal de G, par la deletion du fragment de la sequence 
nucleotidique codant pour le domaine transmembranaire de G et la partie C 

20 terminale contigue. 

La presente invention a aussi pour objet un vaccin ADN ameliore capable 
d'induire une reponse immunitaire efficace et protectrice chez les bovins contre 
le virus BVDV. 

25 Le virus BVDV est un pestivirus de la familie des Flaviviridae. II est 

universellement repandu dans les populations bovines et se manifeste par des 
malformations de foetus, des avortements ou des symptdmes cliniques 
respiratoires (maladie des muqueuses) et enteritiques (diarrhee virale bovine). 

Les virus BVDV se differencient par la gravite des signes cliniques et deux 

30 groupes ont ete formes, les BVDV de type 1 (signes cliniques inapparents ou 
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moyens) et ceux de type 2 (signes cliniques aigus, hemorragie, forte morbidite, 
forte mortalite) (Dean H. J. et Leyh R., 1999, Vaccine, 17, 1117-1124). 

Lorsque le type d'un virus BVDV n'est pas precise clairement, ce virus 
s'entend comme etant du type 1 ou du type 2. 

Le virus BVDV est un virus enveloppe a ARN monocatenaire, compose 
d'un seul gene codant pour une polyproteine qui apres clivage donne plusieurs 
proteines bien individualisees, notamment la proteine EO (gp48) et la proteine E2 
(gp53) (Vassilev V. B. et a/., 1997, J. Virol., 71 , 471-478). 

Des sequences nucleotidiques codant pour les polyproteines E0-E2 sont 
connues et accessibles aupres de la base de donnees GenBank sous le numero 
d'acces M96687 pour BVDV-1 et AF1 45967 pour BVDV-2. 

Le vaccin ADN contre BVDV est de preference formule avec un adjuvant 
selon I'invention, notamment le DMRIE, de preference le DMRIE-DOPE. Ceci 
peut etre facultativement combine avec soit I' addition de GM-CSF bovin, soit 
('optimisation d'au moins un antigene de BVDV, enfin soit I'addition de GM-CSF 
bovin et I'optimisation d'au moins un antigene de BVDV. 

L'addition de GM-CSF bovin peut se faire comme cela est decrit pour 
BHV-1. 

L'optimisation des antigenes issus de BVDV se fait par addition d'une 
sequence " signal", notamment celle du tPA d'origine humaine, en amont de la 
sequence nucleotidique codant pour la proteine EO de BVDV et/ou de la proteine 
E2 de BVDV, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le domaine 
transmembranaire de E2, et/ou par I'insertion d'un intron, notamment de I'intron 
II du gene de la beta-globine du lapin en amont de la sequence nucleotidique 
codant pour EO et/ou pour E2. Le vaccin ADN contre BVDV selon I'invention peut 
done coder et exprimer un seul antigene de BVDV optimise (EO ou E2) ou les 
deux (EO et E2). 

Des sequences nucleotidiques codant pour les antigenes de BVDV 
utilisables dans la presente invention et differentes constructions de vecteurs 
d' expression sont donnees dans les exemples annexes et dans FR-A1 -2751 229, 
notamment dans I'exemple 13, et dans la figure 9. 
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De maniere preferentielle selon I'invention, le vaccin ADN contre BVDV 
est formule avec du DMRIE-DOPE, et est compose d'un plasmide d' expression 
(e.g. pLF1029 exemple 5.1.2, pLF1031 exemple 6.2.2) codant pour I* antigene EO 
de BVDV optimise par I' insertion de la sequence signal du tPA humain en arrfont 
cfe ECTet par I'insertion de I'intron II du gene de la beta-globine du lapin en amont 
(de EO/et d'un deuxieme plasmide d'expression (e.g. pLF1021 exemple 5.2.2, 
pl_Fl023 exemple 6.1.2) codant pour I'antigene E2 de BVDV optimise par 
I'insertion de la sequence signal du tPA humain en amont de E2, par la deletion 
du fragment de la sequence nucleotidique codant pour le domaine 
transmembranaire de E2 et la partie C terminale contigue et par I'insertion de 
Tintron II du gene de la beta-globine du lapin en amont de E2. 

Un melange de plasmides peut avantageusement etre realise. Le melange 
peut comprendre au moins deux plasmides d'expression, chacun exprimant un 
immunogene different (EO ou E2) et/ou provenant d'un type de BVDV different 
(BVDV-1 ou BVDV-2). En particulier, un melange fait de quatre plasmides 
exprimant BVDV-1 EO, BVDV-1 E2, BVDV-2 EO et BVDV-2 E2. 

La presente invention a aussi pour objet un vaccin ADN ameliore capable 
d'induire une reponse immunitaire efficace et protectrice chez les bovins contre 
le virus parainfluenza de type 3 (bPI-3). 

Le virus bPI-3 est un Paramyxovirus, membre egalement de la famille des 
Paramyxoviridae (Tsai era/. Infect. Immun. 1975. 11. 783-803). 

Des sequences nucleotidiques codant pour les proteines hemagglutinine- 
neuraminidase (HN) et de la proteine de fusion (F) de bPI-3 sont connues et 
accessibles aupres de la base de donnees GenBank sous le numero d'acces 
U31671. 

Le vaccin ADN contre bPI-3 est de preference formule avec un adjuvant 
selon I'invention, notamment le DMRIE, de preference le DMRIE-DOPE. Ceci 
peut etre facultativement combine avec soit I' addition de GM-CSF bovin, soit 
I' optimisation d'au moins un antigene de bPI-3, enfin soit I'addition de GM-CSF 
bovin et I'optimisation d'au moins un antigene de bPI-3. 
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L'addition de GM-CSF bovin peut se faire comme cela est decrit pour 
BHV-1. 

L'optimisation des antigenes issus de bPI-3 se fait par substitution, par 
une sequence " signal", notamment celle du tPA d'origine humaine, de la 
5 sequence signal de Phemagglutinine-neuraminidase (HN) de bPI-3 et/ou de la 
proteine de fusion (F) de bPI-3, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant 
pour le domaine transmembranaire de HN et/ou de F, et/ou par r insertion d'un 
intron, notamment de I'intron II du gene de la beta-globine du lapin en amont de 
la sequence nucleotidique codant pour HN et/ou pour F. La deletion du fragment 

io d'ADN codant pour le domaine transmembranaire d'une de ces proteines 
s'accompagne de preference de la partie C terminate contigue. Le vaccin ADN 
contre bPI-3 selon ('invention peut done coder et exprimer un seul antigene de 
PI-3 optimise (HN ou F) ou les deux (HN et F). 

Des sequences nucleotidiques codant pour ies antigenes de bPI-3 

1 5 utilisables dans la presente invention et differentes constructions de vecteurs 
d' expression sont donnees dans les exemples annexes et dans FR-A1 -275 1229, 
notamment dans les exemples 14 et 15, et dans les figures 10 et 11. 

De maniere preferentielle selon Pinvention, le vaccin ADN contre bPI-3 est 
formule avec du DMRIE-DOPE, et est compose d'un plasmide d'expression (e.g. 

20 pLF1025 exemple 7.1.2) codant pour P antigene HN de bPI-3 optimise par 
Pinsertion de la sequence signal du tPA humain a la place de la sequence signal 
de HN, par la deletion du fragment de la sequence nucleotidique de HN codant 
pour le domaine transmembranaire et la partie C terminale contigue et par 
Pinsertion de Pintron II du gene de la beta-globine du lapin en amont de HN, et 

25 d'un deuxieme plasmide d'expression (e.g. pLF1027 exemple 7.2.2) codant pour 
Pantigene F de bPi-3 optimise par Pinsertion de la sequence signal du tPA 
humain a la place de la sequence signal de F, par la deletion du fragment de la 
sequence nucleotidique codant pour le domaine transmembranaire de F et la 
partie C terminale contigue et par Pinsertion de I'intron II du gene de la beta- 

30 globine du lapin en amont de F. 
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La presente invention a pour objet un vaccin ADN ameliore capable 
cTinduire une reponse immunitaire efficace et protectrice chez le pore contre le 
virus herpes porcin (PRV). 

Le virus PRV est un membre cle la famille des Alphaherpesvirinae, ce 
virus est responsable de la maladie d'Aujeszky (Sawitzky D. Arch. Virol. Suppl. 
1997. 13. 201-206). 

Des sequences nucleotidiques codant pour les glycoproteines gB, gC et 
gD, sont connues et accessibles aupres de la base de donnees GenBank sous le 
numero d'acces M17321, AF1 58090, AF086702. 

Le vaccin ADN contre PRV est de preference formule avec un adjuvant 
selon I'invention, notamment le DMRIE, de preference le DMRIE-DOPE. Ceci 
peut etre facultativement combine avec soit I'addition de GM-CSF porcin 
(Inumaru S. et Takamatsu H. Immunol. Cell. Biol. 1995. 73. 474-476), soit 
r optimisation d'au moins un antigene de PRV, enfin soit ('addition de GM-CSF 
porcin et Toptimisation d'au moins un antigene de PRV. 

L'addition de GM-CSF porcin peut se faire par I' incorporation du 
polypeptide GM-CSF porcin dans la composition vaccinale ou par I'insertion 
d'une sequence nucleotidique codant pour le GM-CSF porcin (e.g. accessible 
aupres de la base de donnees GenBank sous le numero d'acces D21074) dans 
un vecteur d'expression in vivo, de preference un plasmide. De preference, la 
sequence nucleotidique codant pour le GM-CSF porcin est inseree dans un 
deuxieme plasmide d'expression (e.g. pLF1033 exemple 14), different de celui 
(ou de ceux) dans lequel est insere le ou les genes codant pour le ou les 
antigenes de PRV. 

L'optimisation des antigenes issus de PRV se fait par substitution, par une 
sequence " signal " , notamment celle du signal tPA d'origine humaine (GenBank 
numero d'acces NM_000930), de la sequence du peptide signal de la 
glycoproteine gB et/ou de la glycoproteine gC et/ou de la glycoproteine gD, et/ou 
par la deletion du fragment d'ADN codant pour le domaine transmembranaire de 
gB et/ou de gC et/ou de gD. La deletion du fragment d'ADN codant pour le 
domaine transmembranaire d'une de ces glycoproteines s'accompagne de 
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preference de la partie C terminate contigue. Le vaccin ADN contre PRV selon 
Tinvention peut done coder et exprimer un seul antigene de PRV optimise (gB, 
gC ou gD) ou deux d'entre eux ou les trois, e'est-a-dire gB optimise, gC optimise 
et gD optimise. 

Des sequences nucleotidiques codant pour les antigenes de PRV 
utilisables dans la presente invention et differentes constructions de vecteurs 
d'expression sont donnees dans les exemples annexes et dans FR-A1 -2751 224, 
notamment dans les exemples 8 et 9 et dans les figures 3 et 5. 

De maniere preferentielle selon Tinvention, le vaccin ADN contre PRV est 
formuie avec du DMRIE-DOPE, et est compose d'un plasmide d'expression (e.g. 
pSB102 exemple 8.1.2) codant pour I'antigene gB de PRV optimise par la 
deletion du fragment de la sequence nucleotidique codant pour le domaine 
transmembranaire et de la partie C terminate contigue, d'un deuxieme plasmide 
d'expression (e.g. pSB104 exemple 8.2.2) codant pour I'antigene gC de PRV 
optimise par la deletion du fragment de la sequence nucleotidique codant pour le 
domaine transmembranaire et de la partie C terminate contigue, et d'un troisieme 
plasmide d'expression (e.g. pSB106 exemple 8.3.2) codant pour I'antigene gD 
de PRV optimise par la deletion du fragment de la sequence nucleotidique 
codant pour le domaine transmembranaire et de la partie C terminate contigue. 

La presente invention a pour objet un vaccin ADN ameliore capable 
d'induire une reponse immunitaire efficace et protectrice chez le pore contre le 
virus du syndrome respiratoire et reproducteur porcin (PRRSV), 

Le virus PRRSV est un Arterivirus, membre de la famille des Arte rivi rid ae t 
(Murtaugh et ai Arch. Virol. 1995. 140. 1451-1460). 

Des sequences nucleotidiques codant pour les proteines codees par les 
cadres ouverts de lecture COL3, COL5 et COL6 sont connues et accessibles 
aupres de la base de donnees GenBank sous le numero d'acces U87392. 

Le vaccin ADN contre PRRSV est de preference formuie avec un adjuvant 
selon Tinvention, notamment le DMRIE, de preference le DMRIE-DOPE. Ceci 
peut etre facultativement combine avec soit I'addition de GM-CSF porcin, soit 
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I'optimisation d'au moins un antigene de PRRSV, enfin soit I'addition de GM- 
CSF porcin et I'optimisation d'au moins un antigene de PRRSV. 

L'addition de GM-CSF porcin peut se faire comme cela est decrit pour 

PRV. 

L' optimisation des antigenes issus de PRRSV se fait par substitution, par 
une sequence " signal " , notamment celle du signal tPA d'origine humaine 
(GenBank numero d'acces NM_000930), de la sequence du peptide signal de la 
proteine codee par le cadre ouvert de lecture 3 (COL3, gp45 ou grande 
glycoproteine d'enveloppe) et/ou de la glycoproteine COL5 (gp25 ou 
glycoproteine d'enveloppe E) et/ou de la glycoproteine COL6 (gp18 ou proteine 
de membrane), et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le domaine 
transmembranaire de COL3 et/ou de COL5 et/ou de COL6. La deletion du 
fragment d'ADN codant pour le domaine transmembranaire d'une de ces 
glycoproteines s'accompagne de preference de la partie C terminale contigue. 
Le vaccin ADN contre PRRSV selon I'invention peut done coder et exprimer un 
seul antigene de PRRSV optimise (COL3, COL5 ou COL6) ou deux d'entre eux 
ou les trois, e'est-a-dire COL3 optimise, COL5 optimise et COL6 optimise. 

Des sequences nucleotidiques codant pour les antigenes de PRRSV 
utilisables dans la presente invention et differentes constructions de vecteurs 
d'expression sont donnees dans les exemples annexes et dans FR-A 1-275 1224, 
notamment dans les exemples 14 a 17 et dans les figures 14 a 17. 

De maniere preferentielle selon I'invention, le vaccin ADN contre PRRSV 
est formule avec du DMRIE-DOPE, et est compose d'un plasmide d'expression 
(e.g. pLF1009 exemple 9.1.1, pLF1015 exemple 10.1.1) codant pour I'antigene 
COL3 de PRRSV, d'un deuxieme plasmide d'expression (e.g. pLF1012 exemple 
9.2.2, pLF1018 exemple 10.2.2) codant pour I'antigene COL5 de PRRSV 
optimise par substitution de la sequence signal de COL5 par la sequence peptide 
signal tPA humain et par la deletion du fragment de la sequence nucleotidique 
codant pour le domaine transmembranaire et la partie C terminale contigue, et 
d'un troisieme plasmide d'expression (e.g. pLF1014 exemple 9.3.2, pLF1016 
exemple 10.3.2) codant pour I'antigene COL6 de PRRSV optimise par 
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substitution de la sequence signal de COL6 par la sequence peptide signal tPA 
humain et par la deletion du fragment de la sequence nucleotidique codant pour 
le domaine transmembranaire et la partie C terminale contigue. 

Un melange de plasmides peut avantageusernent etre realise. Le melange 

5 peut comprendre au moins deux plasmides d'expression, chacun exprimant un 
immunogene different (COL3. COLS ou COL6) et/ou provenant d'une souche de 
PRRSV differente (e.g. souche europeene, par exemple Lelystad, souche 
americaine ATCC VR-2332). En particulier, un melange fait de six plasmides 
exprimant PRRSV Lelystad COL3, PRRSV Lelystad COLS, PRRSV Lelystad 

10 COL6, PRRSV VR-2332 COL3, PRRSV VR-2332 COLS et PRRSV VR-2332 
COL6. 

La presente invention a aussi pour objet un vaccin ADN ameliore capable 
d'induire une reponse immunitaire efficace et protectrice chez les porcins contre 
15 le virus de la grippe porcine (SIV). 

Le virus SIV est un virus influenza du groupe A, membre de la famille des 
Orthomyxoviridae (Murphy B. R. et Webster R. G. Virology, Second Edition, 
edited by B. N. Fields, D. M. Knipe et al. Raven Press Ltd., New York 1990). 

Des sequences nucleotidiques codant pour les proteines hemagglutinine 
20 (HA) et neuraminidase (NA) de la souche SIV H1N1 et H3N2 sont connues et 
accessibles aupres de la base de donnees GenBank sous le numero d'acces 
K00992, U86145, U07146, AF153238. 

Le vaccin ADN contre SIV est de preference formule avec un adjuvant 
selon rinvention, notamment le DMRIE, de preference le DMRIE-DOPE. Ceci 
25 peut etre facultativement combine avec soit I'addition de GM-CSF porcin, soit 
('optimisation d'au moins un antigene de SIV, enfin soit ('addition de GM-CSF 
porcin et I'optimisation d'au moins un antigene de SIV. 

L'addition de GM-CSF porcin peut se faire comme cela est decrit pour 

PRV. 

30 L'optimisation des antigenes issus de SIV se fait par substitution, par une 

sequence " signal notamment celle du tPA d'origine humaine, de la sequence 
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signal de I'hemagglutinine (HA) de SIV et/ou de la proteine de la neuraminidase 
(NA) de SIV, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le domaine 
transmembranaire de HA et/ou de NA, et/ou par I'insertion d'un intron, 
notamment de I'intron II du gene de la beta-globine du lapin en amont de la 
5 sequence nucleotidique codant pour HA et/ou pour NA. La deletion du fragment 
d'ADN codant pour le domaine transmembranaire d'une de ces proteines 
s'accompagne de preference de la partie C terminate contigue. Le vaccin ADN 
contre SIV selon I'invention peut done coder et exprimer un seul antigene de SIV 
optimise (HA ou NA) ou les deux (HA et NA). 

10 D ©s sequences nucleotidiques codant pour des antigenes de SIV 

utilisables dans la presente invention et differentes constructions de vecteurs 
d'expression sont donnees dans les exemples annexes et dans FR-A1 -2751 224, 
notamment dans les exemples 10 et 11, et dans les figures 7 et 9 pour SIV de 
souche H1N1, et dans les exemples 12 et 13, et dans les figures 11 et 13 pour 

I5 SIV de souche H3N2. 

De maniere preferentielle selon I'invention, le vaccin ADN contre SIV est 
formule avec du DMRIE-DOPE, et est compose d'un plasmide d'expression (e.g. 
PLF1002 exemple 11.1.2, pLFl006 exemple 12.1.2) codant pour I'antigene HA 
de SIV optimise par I'insertion de la sequence signal du tPA humain a la place 

20 de la sequence signal de HA, par la deletion du fragment de la sequence 
nucleotidique de HA codant pour le domaine transmembranaire et la partie C 
terminale contigue, et par I'insertion de I'intron II du gene de la beta-globine du 
lapin en amont de HA, et d'un deuxieme plasmide d'expression (e.g. pLF1004 
exemple 11.2.2, pLFl008 exemple 12.2.2) codant pour I'antigene NA de SIV 

25 optimise par I'insertion de la sequence signal du tPA humain a la place de la 
sequence signal de NA, par la deletion du fragment de la sequence nucleotidique 
codant pour le domaine transmembranaire de NA et la partie C terminale 
contigue, et par I'insertion de I'intron II du gene de la beta-globine du lapin en 
amont de NA. 

30 Un melange de plasmides peut avantageusement etre realise. Le melange 

peut comprendre au moins deux plasmides d'expression, chacun exprimant un 
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immunogene different (HA ou NA) et/ou provenant d'une souche de SIV 
differente (e.g. H1N1 ou H3N2). En particulier, un melange fait de quatre 
plasmides exprimant SIV H1N1 HA, SIV H1N1 NA, SIV H3N2 HA et SIV H3N2 
NA. 

Bien que I' invention soit decrite en liaison avec des vaccins ADN 
particuliers, Invention et notamment I'utilisation des adjuvants selon Invention 
s' applique egalement a des vaccins ADN diriges centre d'autres pathogenes de 
ces especes animales. 

Dans le meme ordre d'idee, les vaccins selon I* invention peuvent etre, 
pour une espece animale, combines entre eux et/ou avec des vaccins ADN 
diriges contre d'autres pathogenes de la meme espece. 

Ces autres pathogenes peuvent etre notamment les virus de la rage, de la 
peste porcine et parvovirus porcins. 

Une preparation immunogene ou un vaccin ADN ameliore selon I' invention 
contre le virus de la rage comprend notamment un plasmide codant pour la 
glycoproteine G non modifiee du virus de la rage et du DMRIE-DOPE et 
facultativement I'addition de GM-CSF. 

Une preparation immunogene ou un vaccin ADN ameliore selon I' invention 
contre le parvovirus porcin comprend notamment un plasmide codant pour un 
antigene issu du parvovirus porcin (e.g. la proteine VP2. exemple 18 et figure 18 
de FR-A1 -2751 224) et du DMRIE-DOPE et facultativement I'addition de GM-CSF 
porcin (e.g. pLF1033, exemple 14). 

Une preparation immunogene ou un vaccin ADN ameliore selon I' invention 
contre le virus de la peste porcine (HCV) comprend notamment un plasmide 
codant pour un antigene issu de HCV (e.g. la proteine E1, exemple 19 et figure 
19 de ou la proteine E2, exemple 20 et figure 20 de meme document) et du 
DMRIE-DOPE et facultativement du GM-CSF porcin (e.g. pLF1033, exemple 14). 

Ainsi, la presente invention a egalement pour objet des vaccins ADN 
multivalents ameliores permettant d'obtenir une protection efficace chez les 



bovins contre au moins deux pathogenes bovins choisis parmi le groupe forme 
des virus BHV-1 , BRSV, BVDV bPI-3 et rage. 

La presente invention a egalement pour objet des vaccins ADN 
multivalents ameliores permettant d'obtenir une protection efficace chez le pore 
5 contre au moins deux pathogenes porcins choisis parmi le groupe forme des 
virus PRV, PRRSV, SIV, virus de la peste porcine (Hog Cholera Virus ou HCV), 
et parvovirus porcins. 

Les vaccins ADN multivalents peuvent etre ameliores par leur formulation 
avec un adjuvant selon Tinvention, notamment avec le DMRIE, de preference 
10 avec le DMRIE-DOPE. Ceci peut etre facultativement combine soit avec 
('addition de GM-CSF comme cela est precedemment decrit, soit avec 
I'optimisation d'au moins un antigene d'interet comme cela est precedemment 
decrit, enfin soit par I'addition de GM-CSF et I'optimisation d'au moins un 
antigene d'interet. 

15 Les vaccins ADN multivalents ameliores selon I'invention se composent 

d'un ou plusieurs plasmides d'expression, de telle fagon que ces vaccins 
conduisent a ('expression in vivo d'au moins un immunogene d'un premier 
pathogene et d'au moins un immunogene d'au moins un autre pathogene, 
infectant la meme espece animale. L'un au moins de ces immunogenes est de 

20 preference choisi parmi les membres du groupe suivant : 

- F de BRSV, G de BRSV, gB de BHV-1, gC de BHV-1, gD de BHV-1, EO 
de BVDV-1, E2 de BVDV-1, EO de BVDV-2, E2 de BVDV-2, F de bPI-3 et HN de 
bPI-3 pour les bovins, et 

- gB de PRV, gC de PRV, gD de PRV, COL3 de PRRSV souche Lelystad, 
25 COLS de PRRSV souche Lelystad, COL6 de PRRSV souche Lelystad, COL3 de 

PRRSV souche VR-2332, COLS de PRRSV souche VR-2332, COL6 de PRRSV 
souche VR-2332, HA de SIV souche H1N1, NA de SIV souche H1N1, HA de SIV 
souche H3N2 et NA de SIV souche H3N2 pour les porcins. 

Les vaccins ADN monovalents ou multivalents ameliores selon I'invention 
30 peuvent etre egalement associes avec au moins un vaccin classique (inactive, 
vivant attenue, sous-unites) ou vaccin recombine utilisant un vecteur 
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d'expression in vivo (e.g. poxvirus, adenovirus, herpesvirus) dirige contre au 
moins un pathogene different infectant la meme espece. 

L'homme de I'art peut se reporter a FR-A1 -2751 229 pour les methodes 
pour construire les plasmides contenant ces valences bovines. a FR-A1 -2751 224 
5 pour les valences porcines. 

La presente invention a egalement pour objet une methode de vaccination 
des animaux de rente, notamment des bovins ou des porcins. Cette methode de 
vaccination comprend I'administration d'un des vaccins ADN ameliores 
monovalents ou multivalents tels que decrits precedemment. Ces methodes de 
io vaccination concerne la femelle gestante en vue du transfert passif de I'immunite 
ou le jeune animal ou I'adulte. Cette methode de vaccination comprend 
I'administration d'une ou plusieurs doses du vaccin ADN ameliore. 

La quantite d'ADN utilisee dans les vaccins selon la presente invention est 
comprise entre environ 10 jig et environ 1000 ug, et preferentiellement entre 
15 environ 50 jig et environ 500 ug, pour un plasmide donne. L'homme de I'art 
possede les competences necessaires pour definir precisement la dose efficace 
d'ADN a utiliser pour chaque protocole de vaccination. 

Les volumes de dose peuvent etre de preference compris entre 0,2 et 5 
ml, de preference entre 1 et 3 ml. 
2o Les vaccins ADN ameliores selon I'invention peuvent etre administres, 

dans le cadre de cette methode de vaccination, par les differentes voies 
d' administration proposees dans I'art anterieur pour la vaccination 
polynucleotidique et au moyen des techniques d' administration connues. 

Suivant une modalite preferee de I'invention, les methodes de vaccination 
25 comprennent I'administration par la voie intramusculaire, sous-cutanee ou a 
I'aide d'un injecteur sans aiguille par voie intradermique des vaccins ADN 
ameliores selon I'invention. 



9 

25 

L'invention va etre maintenant decrite plus en detail a I'aide de modes de 
realisation pris a titre d'exemples non limitatifs et se referant aux dessins dans 
lesquels : 

Figure N° 1 : Plasmide pVR1012 
5 Figure N° 2 : Plasmide pAB1 1 0 

Listes des sequences : 

SEQ ID NO 1 : oligonucleotide PB326 
io SEQ ID NO 2 : oligonucleotide PB329 

SEQ ID NO 3 : oligonucleotide SB090 

SEQ ID NO 4 : oligonucleotide SB091 

SEQ ID NO 5 : oligonucleotide LF001 

SEQ ID NO 6 : oligonucleotide LF002 
15 SEQ ID NO 7 : oligonucleotide PB234 

SEQ ID NO 8 : oligonucleotide PB235 

SEQ ID NO 9 : oligonucleotide PB51 1 

SEQ ID NO 10 : oligonucleotide PB512 

SEQ ID NO 1 1 : oligonucleotide SB221 
20 SEQ ID NO 12 : oligonucleotide SB222 

SEQ ID NO 13 : oligonucleotide PB507 

SEQ ID NO 14 : oligonucleotide PB508 

SEQ ID NO 15 : oligonucleotide PB513 

SEQ ID NO 16 : oligonucleotide PB514 
25 SEQ ID NO 17 : oligonucleotide SB223 

SEQ ID NO 18 : oligonucleotide SB224 

SEQ ID NO 19 : oligonucleotide PB497 

SEQ ID NO 20 : oligonucleotide PB498 

SEQ ID NO 21 : oligonucleotide SB225 
30 SEQ ID NO 22 : oligonucleotide SB226 

SEQ ID NO 23 : oligonucleotide SB210 

SEQ ID NO 24 : oligonucleotide SB21 1 
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SEQ ID NO 25 : oligonucleotide SB212 
SEQ ID NO 26 : oligonucleotide SB220 
SEQ ID NO 27 : oligonucleotide SB213 
SEQ ID NO 28 : oligonucleotide SB214 
5 SEQ ID NO 29 : oligonucleotide SB215 
SEQ ID NO 30 : oligonucleotide SB216 
SEQ ID NO 31 : oligonucleotide LF050 
SEQ ID NO 32 : oligonucleotide LF051 
SEQ ID NO 33 : oligonucleotide LF052 
io SEQ ID NO 34 : oligonucleotide LF053 
SEQ ID NO 35 : oligonucleotide LF039 
SEQ ID NO 36 : oligonucleotide LF040 
SEQ ID NO 37 : oligonucleotide LF041 
SEQ ID NO 38 : oligonucleotide LF042 
15 SEQ ID NO 39 : oligonucleotide LF043 
SEQ ID NO 40 : oligonucleotide LF044 
SEQ ID NO 41 : oligonucleotide LF045 
SEQ ID NO 42 : oligonucleotide LF046 
SEQ ID NO 43 : oligonucleotide LF064 
20 SEQ ID NO 44 : oligonucleotide LF065 
SEQ ID NO 45 : oligonucleotide LF066 
SEQ ID NO 46 : oligonucleotide LF067 
SEQ ID NO 47 : oligonucleotide LF047 
SEQ ID NO 48 : oligonucleotide LF048 
25 SEQ ID NO 49 : oligonucleotide LF058 
SEQ ID NO 50 : oligonucleotide LF059 
SEQ ID NO 51 : oligonucleotide LF060 
SEQ ID NO 52 : oligonucleotide LF061 
SEQ ID NO 53 : oligonucleotide LF062 
30 SEQ ID NO 54 : oligonucleotide LF063 
SEQ ID NO 55 : oligonucleotide SB201 
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SEQ ID NO 56 : oligonucleotide SB202 
SEQ ID NO 57 : oligonucleotide SB203 
SEQ ID NO 58 : oligonucleotide SB217 
SEQ ID NO 59 : oligonucleotide SB204 

5 SEQ ID NO 60 : oligonucleotide SB205 
SEQ ID NO 61 : oligonucleotide SB206 
SEQ ID NO 62 : oligonucleotide SB218 
SEQ ID NO 63 : oligonucleotide SB207 
SEQ ID NO 64 : oligonucleotide SB208 

io SEQ ID NO 65 : oligonucleotide SB209 
SEQ ID NO 66 : oligonucleotide SB219 
SEQ ID NO 67 : oligonucleotide LF027 
SEQ ID NO 68 : oligonucleotide LF028 
SEQ ID NO 69 : oligonucleotide LF019 

15 SEQ ID NO 70 : oligonucleotide LF020 
SEQ ID NO 71 : oligonucleotide LF021 
SEQ ID NO 72 : oligonucleotide LF022 
SEQ ID NO 73 : oligonucleotide LF023 
SEQ ID NO 74 : oligonucleotide LF024 

20 SEQ ID NO 75 : oligonucleotide LF025 
SEQ ID NO 76 : oligonucleotide LF026 
SEQ ID NO 77 : oligonucleotide LF037 
SEQ ID NO 78 : oligonucleotide LF038 
SEQ ID NO 79 : oligonucleotide LF029 

25 SEQ ID NO 80 : oligonucleotide LF030 
SEQ ID NO 81 : oligonucleotide LF031 
SEQ ID NO 82 : oligonucleotide LF032 
SEQ ID NO 83 : oligonucleotide LF033 
SEQ ID NO 84 : oligonucleotide LF034 
30 SEQ ID NO 85 : oligonucleotide LF035 
SEQ ID NO 86 : oligonucleotide LF036 
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SEQ ID NO 87 : oligonucleotide LF003 

SEQ ID NO 88 : oligonucleotide LF004 

SEQ ID NO 89 : oligonucleotide LF005 

SEQ ID NO 90 : oligonucleotide LF006 
5 SEQ ID NO 91 : oligonucleotide LF007 

SEQ ID NO 92 : oligonucleotide LF008 

SEQ ID NO 93 : oligonucleotide LF009 

SEQ ID NO 94 : oligonucleotide LF010 

SEQ ID NO 95 : oligonucleotide LF01 1 
io SEQ ID NO 96 : oligonucleotide LF012 

SEQ ID NO 97 : oligonucleotide LF013 

SEQ ID NO 98 : oligonucleotide LF014 

SEQ ID NO 99 : oligonucleotide LF015 

SEQ ID NO 100 : oligonucleotide LF016 
is SEQ ID NO 101 : oligonucleotide LF017 

SEQ ID NO 102 : oligonucleotide LF018 

SEQ ID NO 103 : oligonucleotide LF054 

SEQ ID NO 104 : oligonucleotide LF055 

SEQ ID NO 105 : oligonucleotide LF056 
20 SEQ ID NO 106 : oligonucleotide LF057 

EXEMPLES : 

Pour chacun des pathogenes consideres, chaque gene codant pour les 
25 principaux antigenes (forme native et forme modifiee) fait I'objet d'une 
construction particuliere dans un plasmide d'expression eucaryote. Les formes 
secretees des antigenes sont obtenues par deletion des fragments de genes 
codant pour les dornaines trans-membranaires et cytoplasmiques. Dans tous les 
cas, les dornaines trans-membranaires des proteines sont identifies sur la base 
30 des profits d'hydropathie (sur MacVector 6.5) des sequences proteiques 
correspondantes. 
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Exemple 1 : Methodes de biologie moleculaire 

5 1.1 Extraction d'ADN genomique viral 

Des suspensions virales sont traitees par la proteinase K (100 mg/ml final) 
en presence de sodium dodecyl sulfate (SDS) (0.5% final) pendant 2 heures a 37 
°C. L'ADN viral est ensuite extrait a I'aide d'un melange phenol/chlorophorme, 
puis precipite avec deux volumes d'ethanol absolu a -20°C pendant 16 heures et 
id ensuite centrifuge a 10 000 g pendant 15 minutes a 4°C. Les culots d'ADN sont 
seches, puis repris dans un volume minimum d'eau ultrapure sterile. 

1.2 Isoiement d'ARN genomique viral 

L'ARN genomique de chaque virus est extrait en utilisant la technique du 
!5 " thiocyanate de guanidinium/phenol-chlorophorme " decrite par P. Chomczynski 
et N. Sacchi (Anal. Biochem. 1987. 162. 156-159). 

1.3 Techniques de biologie moleculaire 

Toutes les constructions de plasmides sont realisees en utilisant les 
20 techniques standard de biologie moleculaire decrites par Sambrook et al. 

(Molecular Cloning : A Laboratory Manual. 2 nc * Edition . Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989). Tous les fragments de 
restriction utilises pour la presente invention sont isoles a I'aide du kit 
" Geneclean " (BIO101 Inc., La Jolla, CA). Pour toutes les constructions, les 
25 fragments d'ADN clones, ainsi que les jonctions avec le vecteur d'expression, 
sont sequences par la methode de Sanger (Sambrook et a/. 1989). 

1.4 PCR et RT-PCR 

Les oligonucleotides specifiques des genes ou des fragments de genes 
30 clones sont synthetises, certains d'entre eux comportant dans certains cas a leur 
extremite 5' des sites de restriction facilitant le clonage des fragments amplifies. 
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Les reactions de transription inverse (RT) et ('amplification en chame par 
polymerase (PCR) sont effectives selon des techniques standard (Sambrook et 
al. 1989). 

1.5 Purification de plasmides a grande echelle 

La production, a I'echelle de la dizaine de mg, de plasmides purifies 
entrant dans les compositions vaccinales est effectuee par la methode des 
gradients de chlorure de cesium-bromure d'ethidium (Sambrook et al. 1989). 

Exemple 2 : Constructions plasmidiques de base 

Le plasmide d'expression eucaryote pVR1020 (C. J. Luke et al. J. of 
Infectious Diseases. 1997. 175. 95-97), derive du plasmide pVR1012 (Figure N° 
1, figure 1 et exemple 7 de WO-A-9803199), contient la phase codante de la 
sequence-signal de i'activateur du plasminogene tissulaire humain (tPA). 

Un plasmide pVR1020 est modifie par digestion BamHI-Bglll et insertion 
d'une sequence contenant plusieurs sites de clonage (BamHI, Notl, EcoRI, Xbal. 
Pmll, Pstl, Bglll) et resultant de I'appariement des oligonucleotides suivants : 
PB326 (40 mer) (SEQ ID NO 1) 

5' GATCTGCAGCACGTGTCTAGAGGATATCGAATTCGCGGCC 3' et 
PB329 (40 mer) (SEQ ID NO 2) 

5' GATCCGCGGCCGCGAATTCGATATCCTCTAGACACGTGCT 3'. 

Le vecteur ainsi obtenu, d'une taille d'environ 5105 paires de bases (ou 
pb), est nomme pAB1 10 (Figure N° 2). 

L'intron II du gene de la p-globine de lapin est clone dans le vecteur pCRII 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) apres obtention du fragment d'ADN 
correspondant par PCR a I'aide des oligonucleotides suivants : 
SB090 (20 mer) (SEQ ID NO 3) 
5' TTGGGGACCCTTGATTGTTC 3' et 
SB091 (21 mer) (SEQ ID NO 4) 
5' CTGTAGGAAAAAGAAGAAGGC 3' 
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en utilisant comme matrice I'ADN genomique de cellules du sang peripherique 
de lapin. Le plasmide resultant est designe pNS050. 

Le plasmide depression pAB110 est modifie par I'introduction de la 
sequence de I'intron II du gene de la globine du lapin dans le site Sail situe en 
5 amont de I'ATG du peptide signal de I'activateur du plasminogene tissulaire 
(tPA). La sequence de I'intron II du gene de la globine du lapin est amplifiee par 
amplification en chaine par polymerase (ACP ou PCR) a partir du plasmide 
pNS050 en utilisant le couple d'oligonucleotides suivants : 
LF001 (30 mer) (SEQ ID NO 5) 

io 5" CTCCATGTCGACTTGGGGACCCTTGATTGT 3' et 
LF002 (30 mer) (SEQ ID NO 6) 

5" CTCCATGTCGACCTGTAGGAAAAAGAAGAA 3' 

Le produit de PCR (573 paires de bases ou pb) est digere par Sail et 
clone dans le plasmide pAB1 10 prealablement linearise par Sail, pour generer le 
1 5 plasmide pLF999 d'environ 5678 pb. 



Exemple 3 : Plasmides codant pour les differentes formes des antigenes du 
virus herpes bovin de type 1 (BHV-1) 

Des fragments d'ADN viral contenant les genes gB, gC et gD de la souche 
B901 de BHV-1 sont isoles en digerant le genome viral par differents enzymes 
de restriction, en les separant par electrophorese en gel d'agarose et en les 
analysant par Southern blot a I'aide de sondes correspondant a des fragments 
des genes gB, gC et gD de la souche ST de BHV-1 (Leung-Tack P. et al. 
Virology. 1994. 199. 409-421). La souche BHV-1 Colorado [Cooper] (ATCC 
numero VR-864) peut egalement etre utilisee. Les fragments ainsi identifies sont 
clones dans le vecteur pBluescript SK+ (Stratagene, La Jolla, CA, USA) et sont a 
I'origine des clonages des trois genes dans le vecteur d'expression pVR1012. 
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3.1 Plasmides codant pour les differentes formes de BHV-1 gB 

3.1.1 pPB280 : gene gB (forme native) clone dans le vecteur pVR1012 

Deux fragments Xhol-Xhol contenant les parties 5' et 3' du gene gB de 
5 BHV-1 sont identifies par Southern blot et clones dans le vecteur pBluescript 
SK+ (Stratagene, La Jolla, CA. USA) prealablement digere par Xhol. Les 
plasmides ainsi obtenus sont respectivement designes pPB128 et pPB1 17. 

Le plasmide pPB128, contenant le fragment 5' du gene gB, est digere par 
Notl et Xhol, generant un fragment de 1708 pb (fragment A). 
,o Le plasmide pPB117, contenant la partie 3' du gene gB, est digere par 

Xhol et Stul, generant un fragment de 1345 pb. Ce dernier fragment est clone 
dans le vecteur pBluescript KS + (Stratagene, La Jolla. CA. USA) prealablement 
digere par EcoRV et Xhol. Le plasmide resultant est nomme pPB279. Le 
plasmide pPB279 est ensuite digere par Xhol et BamHI, generant un fragment 
15 d'ADN de 1 41 3 pb (fragment B). 

Les fragments A et B sont ensuite clones dans un vecteur pBluescript KS+ 
digere par Notl et BamHI. generant le plasmide pPB278 (environ 6063 pb) et 
permettant la reconstitution du gene gB de BHV-1 . 

Le vecteur pPB278 sert ensuite de matrice lors d'une reaction de PCR 
20 realisee avec les oligonucleotides suivants : 
PB234 (30 mer) (SEQ ID NO 7) 

5' TTGTCGACATGGCCGCTCGCGGCGGTGCTG 3" et 

PB235 (21 mer) (SEQ ID NO 8) 
5' GCAGGGCAGCGGCTAGCGCGG 3'. 
25 Le produit de PCR (146 pb) est ensuite digere par les enzymes de 

restriction Sail et Nhel. 

Le plasmide pPB278 est digere par Nhel et BamHI. Le fragment de 2728 
pb ainsi obtenu et le fragment PCR precedemment digere sont ligatures dans le 
vecteur pVR1012 (exemple 2) prealablement digere par Sail et BamHI, generant 
30 ainsi le plasmide pPB280, d'une taille d' environ 7742 pb. 

Le gene gB de BHV-1 code pour une proteine de 933 acides amines. 
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3.1.2 pPB281 : gene gB (forme A[TM-Cter]) clone dans le vecteur pVR1012 

La forme tronquee (deletee de ses domaines transmembranaire (TM) et 
carboxy-terminal (Cter)) du gene gB de BHV-1 est obtenue en ligaturant dans le 
plasrnide pVR1012 (exemple 2) predigere par Sail et BamHI, a la fois un 
fragment d'une taille de 2234 pb obtenu apres digestion par Sall-Pvull du 
plasrnide pPB280 (exemple 3.1.1) et un fragment de 56 pb obtenu par 
I'appariernent des oligonucleotides suivants : 
PB511 (52 mer) (SEQ ID NO 9) 

5'CTGCACGAGCTCCGGTTCTACGACATTGACCGCGTGGTCAAGACGGACT 
GAG 3' et 

PB512 (57 mer) (SEQ ID NO 10) 

5'GATCCTCAGTCCGTCTTGACCACGCGGTCAATGTCGTAGAACCGGAGCTC 
GTGCAG 3'. 

Le plasmide ainsi genere a une taille d'environ 7154 pb et est nomme 
pPB281. Le gene gB tronque de BHV-1 code pour une proteine de 759 acides 
amines. 

3.1.3 pSB115 : gene gB (forme tPA A[TM-Cter]) clone dans le vecteur 
pAB110 

La forme tPA A[TM-Cter] du gene gB de BHV-1 est amplifiee par PCR a 
partir de la matrice pPB281 (exemple 3.1 .2) et a I'aide des amorces suivantes : 
SB221 (39 mer) (SEQ ID NO 1 1) 

5' AAAATTTCGATATCCGCCGCGGGGCGACCGGCGACAACG 3* et 
SB222 (33 mer) (SEQ ID NO 12) 

5' GGAAGATCTTCAGTCCGTCTTGACCACGCGGTC 3'. 

Le produit d'amplification (2088 pb) est digere par les enzymes EcoRV et 
Bglll et clone dans le vecteur pAB110 (exemple 2) prealablement digere par 
EcoRV et Bglll, generant le plasmide pSBl 15, d'une taille d'environ 7154 pb. 
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La forme tPA A[TM-Cter] du gene gB code pour une glycoprotein de 729 
acides amines, contenant le domaine extracellulaire de la glycoproteine gB de 
BHV-1 . 

3.2. Plasmides codant pour les differentes formes de BHV-1 gC 

3.2.1 pPB264 : gene gC (forme native) clone dans le vecteur pVR1012 

Un fragment BamHI-Hindlll de 3,5 kb contenant le gene complet gC de 
BHV-1 est identifie par Southern blot et clone dans le vecteur pBluescript SK+. 
Le plasmide ainsi obtenu est nomme pPB287. 

Le plasmide pPB287 est ensuite digere par Ncol-BssSI. Un fragment de 
digestion d'une taille de 1492 pb est obtenu. II est ligature avec un fragment 
d'ADN de synthese obtenu par I'appariement des oligonucleotides suivants : 
PB507 (37 mer) (SEQ ID NO 13) 

5' TCGTGCCTGCGGCGCAAGGCCCGGGCGCGCCTGTAGT 3' et 
PB508 (37 mer) (SEQ ID NO 14) 

5' CTAGACTACAGGCGCGCCCGGGCCTTGCGCCGCAGGC 3', 

dans le plasmide pLitmus 28 (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA, USA) 

predigere par Ncol et Xbal, generant le plasmide intermediaire pPB290. 

Le fragment de 1554 pb issu de la digestion de pPB290 par Pstl et Xbal 
est clone dans le vecteur pVR1012 (exemple 2) prealablement digere par Pstl et 
Xbal, generant ainsi le plasmide pPB264. d'une taille d'environ 6427 pb. Le gene 
gC de BHV-1 code pour une proteine de 508 acides amines. 

3.2.2 pPB292 : gene gC (forme A[TM-Cter]) clone dans le vecteur pVR1012 

La forme tronquee du gene gC de BHV-1 est obtenue en ligaturant les 
trois fragments d'ADN suivants dans le vecteur pVR1012 (exemple 2) 
prealablement digere par Pstl et Xbal : 

(a) un fragment de 1035 pb issu de la digestion de pPB264 (exemple 

3.2.1) par Pstl et Xhol, 
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(b) un fragment de 350 pb issu de la digestion par Xhol et Banl de 
pPB264 et 

(c) un fragment de synthese de 43 pb resultant de I'appariement des 
oligonucleotides PB513 et PB514. 

5 Ces oligonucleotides sont les suivants : 

PB513 (43 mer) (SEQ ID NO 15) 

5' GCACCGCTGCCCGAGTTCTCCGCGACCGCCACGTACGACTAGT 3' et 
PB514 (43 mer) (SEQ ID NO 16) 

5' CTAGACTAGTCGTACGTGGCGGTCGCGGAGAACTCGGGCAGCG 3'. 
io Le plasmide d'une taille d'environ 6305 pb, ainsi obtenu, est nomme 

pPB292. Le gene gC tronque de BHV-1 code pour une proteine de 466 acides 
amines. 

3.2.3 pSB116 : gene gC (forme tPA A[TM-Cter]) clone dans le vecteur 
I5 pAB110 

La forme tPA A[TM-Cter] du gene gC de BHV-1 est amplifiee par PGR a 
partir de la matrice pPB292 (exemple 3.2.2) et a Taide des amorces suivantes : 
SB223 (39 mer) (SEQ ID NO 17) 

5' AAAATTTCGATATCCCGGCGGGGGCTCGCCGAGGAGGCG 3' et 
20 SB224 (32 mer) (SEQ ID NO 18) 

5* GGAAGATCTCTAGTCGTACGTGGCGGTCGCGG 3'. 

Le produit d'amplification (1362 pb) est digere par les enzymes EcoRV et 

Bglll et clone dans le vecteur pAB110 (exemple 2) prealablement digere par 

EcoRV et Bglll, generant le plasmide pSB116, d'une taille d'environ 6404 pb. 
25 La forme tPA A[TM-Cter] du gene gC code pour une glycoproteine de 479 

acides amines, contenant le domaine extracellulaire de la glycoproteine gC de 

BHV-1. 

3.3 Plasmides codant pour les differentes formes de BHV-1 gD 

30 

3.3.1 pPB148 : gene gD (forme native) clone dans le vecteur pVR1012 
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Un fragment Xhol-Xhol de 5 kb contenant le gene gD de BHV-1 est 
identifie par Southern blot et clone dans le vecteur pBluescript SK+ predigere par 
Xhol, generant le plasmide pPB147. 

Un fragment de 325 pb issu de la digestion de pPB147 par Ndel et BsrBI 
et un fragment de 943 pb isssu de la digestion de pPB147 par Ndel et Styl sont 
ensuite ligatures dans le vecteur pVR1012 (exemple 2) predigere par EcoRV et 
Xbal, generant ainsi le plasmide pPB148, d'une taille d'environ 6171 pb. Le gene 
gD de BHV-1 code pour une proteine de 417 acides amines. 

3.3.2 pPB284 : gene gD (forme A[TM-Cter]) clone dans le vecteur pVR1012 

Le gene gD tronque de BHV-1 est obtenu a partir d'un fragment obtenu 
apres amplification par PCR realisee sur I'ADN genomique de la souche B901 du 
virus BHV-1 prealablement digere par Pstl et Xbal et a I'aide du couple 
d'amorces suivantes : 
PB497 (33 mer) (SEQ ID NO 19) 

5' TTTCTGCAGATGCAAGGGCCGACATTGGCCGTG 3' et 
PB498 (31 mer) (SEQ ID NO 20) 

5' TTTCTAGATTAGGGCGTAGCGGGGGCGGGCG 3'. 

Ce fragment de PCR est ensuite clone dans le plasmide pVR1012 
(exemple 2) prealablement digere par Pstl et Xbal, generant le plasmide 
pPB284, d'une taille d'environ 5943 pb. Le gene gD tronque de BHV-1 code pour 
une proteine de 355 acides amines. 

3.3.3 pSB117 : gene gD (forme tPA A[TM-Cter]) clone dans le vecteur 
pAB110 

La forme tPA A[TM-Cter] du gene gD de BHV-1 est amplifiee par PCR a 
partir de la matrice pPB284 (exemple 3.3.2) et a I'aide des amorces suivantes : 
SB225 (39 mer) (SEQ ID NO 21) 

5 ' a A A ATTTC G AT ATCCCCCG CGCCGCGG GTG AC G GT AT AC 3' et 
SB226 (33 mer) (SEQ ID NO 22) 

5" GGAAGATCTTTAGGGCGTAGCGGGGGCGGGCGG 3'. 
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Le produit ^amplification (1029 pb) est digere par les enzymes EcoRV et 
Bglll et clone dans le vecteur pAB110 (exemple 2) preatablement digere par 
EcoRV et Bglll, generant le plasmide pSB117, d'une taille d'environ 6071 pb. 

La forme tPA A[TM-Cter] du gene gD code pour une glycoproteine de 368 
acides amines, contenant le domaine extracellulaire de la glycoproteine gD de 
BHV-1. 

Exemple 4 : Plasmides codant pour les differentes formes des antigenes du 
virus respiratoire syncitial bovin (BRSV) 

Les genes codant pour les antigenes F et G du virus BRSV sont obtenus 
par RT-PCR a partir de TARN viral de la souche Snook (Thomas et al. Research 
in Vet. Science. 1982. 33. 170-182). La souche BRSV A 51908 (ATCC numero 
VR-794) peut egalement etre utilisee. 

4.1 Plasmides codant pour les differentes formes de BRSV-F 

4.1.1 pSB107 : gene F (forme native) clone dans le vecteur pVR1012 

Le gene F de la souche Snook de BRSV est amplifie par RT-PCR en 
utilisant TARN viral comme matrice et a I'aide des amorces suivantes : 
SB210 (34 mer) (SEQ ID NO 23) 

5 T AAATTTTCTGCAGATGGCGACAACAGCCATGAGG 3' et 
SB21 1 (35 mer) (SEQ ID NO 24) 

5' TTAAGGATCCTCATTTACTAAAGGAAAGATTGTTG 3'. 

Le produit d'amplification, d'une taille de 1739 pb, est digere par les 
enzymes Pstl et BamHI et clone dans le vecteur pVR1012 (exemple 2) 
prealablement digere par Pstl et BamHI, generant ainsi le plasmide pSB107, 
d'une taille d'environ 6583 pb. 

Le gene F du virus BRSV code pour une proteine de 574 acides amines. 

4.1.2 pSB108 : gene F (forme A[TM-Cter]) clone dans le vecteur pVR1012 
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La forme tronquee du gene F de la souche Snook de BRSV est amplifiee 
par RT-PCR en utilisant TARN viral comme matrice et a I'aide des amorces 
suivantes : 

SB210 (SEQ ID NO 23) et 
5 SB212 (39 mer) (SEQ ID NO 25) 

5' AATTTTGGATCCTCATGTGGTGGATTTTCCTACATCTAC 3\ 

Le produit d' amplification (1581 pb) est digere par les enzymes Pstl et 

BamHI et clone dans le vecteur pVR1012 (exemple 2) prealablement digere par 

Pstl et BamHI, generant le plasmide pSB108, d'une taille d' environ 6430 pb. 
io La forme tronquee du gene F code pour une glycoproteine de 523 acides 

amines, contenant le domaine extracellulaire de la glycoproteine F de BRSV. 

4.1.3 pSB114 : gene F (forme tPA A[TM-Cter]) clone dans le vecteur pAB110 

La forme tPA A[TM-Cter] du gene F de la souche Snook de BRSV est 
1 5 amplifiee par RT-PCR en utilisant TARN viral comme matrice et a I'aide des 
amorces suivantes : 
SB212(SEQ ID NO 25) et 
SB220 (38 mer) (SEQ ID NO 26) 

5' AAAATTCACGTGAACATAACAGAAGAATTTTATCAATC 3'. 
20 Le produit d'amplification (1516 pb) est digere par les enzymes Pmll et 

Bglll et clone dans le vecteur pAB1 10 (exemple 2) prealablement digere par Pmll 

et Bglll v generant le plasmide pSB1 14, d'une taille d'environ 6572 pb. 

La forme tPA A[TM-Cter] du gene F code pour une glycoproteine de 535 

acides amines, contenant le domaine extracellulaire de la glycoproteine F de 
25 BRSV. 

4.2 Plasrnides codant pour les differentes formes de BRSV-G 

Dans le cas de la proteine G du BRSV (glycoproteine de type II), la 
sequence-signal et la sequence trans-membranaire sont confondues, 
30 necessitant I'addition d'une sequence signal en amont de la sequence 
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correspondant au domaine extracellulaire lors de la deletion du domaine trans- 
membranaire. 

Le plasmide pAB110 (exemple 2) est utilise pour la construction des 
plasmides contenant la formes tronquee du gene codant pour la proteine G de 
5 BRSV. 

4.2.1 pSB109 : gene G (forme native) clone dans le vecteur pVR1012 

Le gene G de la souche Snook de BRSV est amplifie par RT-PCR en 
utilisant I'ARN viral comme matrice et a I'aide des amorces suivantes : 
it) SB213 (32 mer) (SEQ ID NO 27) 

5' ACGCGTCGACATGTCCAACCATACCCATCATC 3' et 
SB214 (38 mer) (SEQ ID NO 28) 

5' TTAAAATCTAGATTAGATCTGTGTAGTTGATTGATTTG 3'. 

Le produit d'amplification (784 pb) est digere par les enzymes Sail et Xbal 
15 et clone dans le vecteur pVR1012 (exemple 2) prealablement digere par Sail et 
Xbal, generant le plasmide pSB109, d'une taille d'environ 5661 pb. 

Le gene G de BRSV code pour un glycoproteine de 257 acides amines. 

4.2.2 pSB110 : gene G (forme tPA A[TM-Cter]) clone dans le vecteur pAB110 

20 La forme tronquee du gene G de la souche Snook de BRSV est amplifiee 

par RT-PCR en utilisant I'ARN viral comme matrice et a I'aide des amorces 
suivantes : 

SB215 (33 mer) (SEQ ID NO 29) 

5' TTTTAAGGATCCGCTAAAGCCAAGCCCACATCC 3' et 
25 SB21 6 (33 mer) (SEQ ID NO 30) 

5' TTA A A ATCT AG ATT A G ATCTG TG T AG TTG ATTG 3'. 

Le produit d'amplification (666 pb) est digere par les enzymes BamHI et 

Xbal et clone dans le vecteur pAB1 10(exemple 2) prealablement digere par 

BamHI et Xbal, generant le plasmide pSB1 10, d'une taille d'environ 5660 pb. 
30 La forme tPA A[TM-Cter] du gene G du virus BRSV code pour une 

glycoproteine de 218 acides amines, contenant le domaine extracellulaire de la 
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glycoproteins G, mais precedee par la sequence signal de I'activateur du 
plasminogene tissulaire. 

Exemple 5 : Plasmides codant pour les differentes formes des antigenes du 
virus de la maladie des muqueuses de type 1 des bovins (BVDV-1) 

Les genes codant pour les antigenes EO (glycoproteins de 48 kDa ou 
gp48) et E2 (gp53) des virus BVDV de type 1 sont obtenus par RT-PCR a partir 
de I'ARN viral de la souche Osloss (L. De Moerlooze et al. J. Gen. Virol. 1993. 
74. 1433-1438 ; A. Renard et al., DNA, 1985, 4, 439-438 ; A. Renard et al, Ann. 
Rech. Vet., 1987, 18, 121-125). Les souches NADL (ATCC VR-534) ou New 
York (ATCC VR-524) peuvent egalement etre utilisees. 

5.1 Plasmides codant pour les differentes formes de EO de la souche BVDV 
de type 1 Osloss 

5.1.1 pLF1028 : gene EO (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

L'ADN complementaire (ADNc) du gene EO de la souche Osloss est 
synthetise a partir de I'ARN viral correspondant a I'aide de I' amorce LF051 et 
amplifie par une reaction de PCR a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF050 (36 mer) (SEQ ID NO 31) 

5" CATACCGTCGACATGAAGAAACTAGAGAAAGCCCTG 3' et 
LF051 (40 mer) (SEQ ID NO 32) 

5' CATACCGGATCCTCAGGCTGCATATGCCCCAAACCATGTC 3'. 

Le fragment d'ADN d'environ 765 pb obtenu par digestion du produit de 
PCR par Sail et BamHI est ligature avec un fragment de 4866 pb resultant de la 
digestion de pVR1012 (exemple 2) par Sail et BamHI pour generer le plasmide 
pLF1028 (environ 5636 pb). Le gene EO de BVDV-1 souche Osloss code pour 
une proteine de 252 acides amines. 

Un codon ATG est introduit dans la sequence de I' oligonucleotide LF050 
de facon a permettre ('initiation de la traduction du polypeptide EO recombinant 
correspondant. 
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5.1.2 pLF1029 : gene EO , forme (p-globine tPA-EO) clone dans le vecteur 
pLF999. 

Le gene EO est synthetise par une reaction de PCR a partir de la matrice 
pl_F1028 (exemple 5.1.1.) et a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
5 > LF052 (39 mer) (SEQ ID NO 33) 

5' CATGACGCGGCCGCTATGAAGAAACTAGAGAAAGCCCTG 3' et 
LF053 (40 mer) (SEQ ID NO 34) 

5' CATGACAGATCTTTAGGCTGCATATGCCCCAAACCATGTC 3*. 

Le fragment d'ADN d'environ 770 pb obtenu par digestion du produit de 
io PCR par Notl et Bglll est ligature avec un fragment de 5642 pb resultant de la 
digestion de pLF999 (exemple 2) par Notl et Bglll pour generer le plasmide 
PLF1029 (environ 6417 pb). 

Le gene EO de BVDV-1 souche Osloss ainsi modifie (P-globine tPA-EO) 
code pour une proteine de 283 acides amines. 

15 

5.2 Plasmides codant pour les differentes formes de E2 de la souche BVDV 
de type 1 Osloss 

5.2.1 pLF1020 : gene E2 (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

20 L'ADNc du gene E2 de la souche Osloss est synthetise a partir de I'ARN 

viral correspondant a I'aide de I' amorce LF040 et amplifie par une reaction de 
PCR a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF039 (33 mer) (SEQ ID NO 35) 

5' CATGACGTCGACATGACGACTACTGCATTCCTG 3' et 
25 LF040 (36 mer) (SEQ ID NO 36) 

5' CATGACAGATCTTCAACGTCCCGAGGTCATTTGTTC 3'. 

Le fragment d'ADN de 1235 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par Sail et Bglll est ligature avec un fragment de 4860 pb resultant de la 
digestion de pVR1012 (exemple 2) par Sail et Bglll pour generer le plasmide 
30 pLF1020 (environ 6100 pb). 



Le gene E2 de BVDV-1 souche Osloss code pour une proteine de 409 
acides amines. 

Un codon ATG est introduit dans la sequence de I'oligonucleotide LF039 
de facon a permettre I' initiation de la traduction du polypeptide E2 recombinant 
correspondant. 

5.2.2 pLF1021 : gene E2, forme (p-globine tPA-E2 A [TM+Cter]) clone dans le 
vecteur pLF999. 

Le gene E2 delete de ses domaines transmembranaire et carboxy- 
terminal est synthetise par une reaction de PCR a partir de la matrice pLF1 020 
(exemple 5.2.1) et a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF041 (36 mer) (SEQ ID NO 37) 

5* CATGACGCGGCCGCTATGACGACTACTGCATTCCTG 3' et 
LF042 (35 mer) (SEQ ID NO 38) 

5' CATGACAGATCTCAAGCGAAGTAATCCCGGTGGTG 3'. 

Le fragment d'ADN de 1132 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par Notl et Bglll est ligature avec un fragment de 5642 pb resultant de la 
digestion de pLF999 (exemple 2) par Notl et Bglll pour generer le plasmide 
pLF1021 (environ 6779 pb). 

Le gene E2 de BVDB-1 souche Osloss ainsi modifies (p-globine tPA-E2 A 
[TM+Cter]) code pour une proteine de 404 acides amines. 

Exemple 6 : Plasmides codant pour les differentes formes des antlgenes du 
virus de la maladie des muqueuses de type 2 des bovins (BVDV-2) 

Les genes codant pour I'antigene E2 (gp53) des virus BVDV de type 2 
sont obtenus par RT-PCR a partir de I'ARN viral de la souche 890 (J. F. Ridpath 
et S. R. Bolin, Virology, 1995, 212, 39-46). La souche Q140 est egalement 
utilisable et peut etre obtenue aupres du Ministere de I' Agriculture, des pecheries 
et de I' alimentation du Quebec (MAPAQ), Institut Armand-Frappier (P. Tijssen et 
a/., Virology, 1996, 217, 356-361). Les souches 1373 et 296 sont egalement 
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utilisables (J. F. Ridpath, BVDV Research Project, National Animal Disease 
Center, 2300 Dayton Avenue, Ames, USA). 

6.1 Plasmides codant pour les differentes formes de E2 de la souche de 
5 type 2 - 890 

6.1.1 pLF1022 : gene E2 (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

L'ADNc du gene E2 de la souche 890 est synthetise a partir de I'ARN viral 
correspondant a I'aide de I'amorce LF044 et amplifie par une reaction de PCR a 
to I'aide du couple d' oligonucleotides suivants : 
LF043 (36 mer) (SEQ ID NO 39) 

5' ACTGTATCTAGAATGACCACCACAGCTTTCCTAATC 3* et 
LF044 (39 mer) (SEQ ID NO 40) 

5" ACTGTAAGATCTTTAAGTATTCACTCCAGCACCCATAGC 3'. 
i 5 Le fragment d'ADN d'environ 1240 pb obtenu par digestion du produit de 

PCR par Xbal et Bglll est ligature avec un fragment de 4891 pb resultant de la 
digestion de pVR1012 (exemple 2) par Xbal et Bglll pour generer le plasmide 
pLF1022 (environ 6136 pb). 

Le gene E2 de BVDB-2 souche 890 code pour une proteine de 410 acides 

20 amines. 

Un codon ATG est introduit dans la sequence de I' oligonucleotide LF043 
de facon a permettre I' initiation de la traduction du polypeptide E2 recombinant 
correspondant. 

25 6.1.2 pLF1023 : gene E2 , forme (p-globine tPA-E2 A [TM+Cter]) clone dans 

le vecteur pLF999 

Le gene E2 delete de ses domaines transmembranaire et carboxy- 
terminal est synthetise par une reaction de PCR a partir de la matrice pLF1022 
(exemple 6.2.1) et a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
30 LF045 (41 mer) (SEQ ID NO 41) 

5' CATGACGCGGCCGCCCTATGACCACCACAGCTTTCCTAATC 3' et 
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LF046 (36 mer) (SEQ ID NO 42) 

5' CATGACAGATCTTTATATGAACTCTGAGAAGTAGTC 3\ 

Le fragment d'ADN cTenviron 1140 pb obtenu par digestion du produit de 
PCR par Notl et Bglll est ligature avec un fragment de 5642 pb resultant de la 
5 digestion de pLF999 (exemple 2) par Notl et Bglll pour generer le plasmide 
pLF1023 (environ 6787 pb). 

Le gene E2 de BVDV-2 souche 890 ainsi modifie (p-globine tPA-E2 A 
[TM+Cter]) code pour une proteine de 405 acides amines. 

io 6.2 Plasmides codant pour les differentes formes de E0 de la souche de 
type 2 - 890 

6.2.1 pLF1030 : gene E0 (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

L'ADNc du gene E0 de la souche 890 est synthetise a partir de TARN viral 
15 correspondant a Paide de I' amorce LF065 et amplifie par une reaction de PCR a 
Paide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF064 (39 mer) (SEQ ID NO 43) 

5' CATACCGTCGACATGAGAAAGAAATTGGAGAAGGCACTG 3' et 

LF065 (39 mer) (SEQ ID NO 44) 
20 5' CATACCGGATCCTCATGCTGCATGAGCACCAAACCATGC 3\ 

Le fragment d'ADN d' environ 768 pb obtenu par digestion du produit de 

PCR par Sail et BamHI est ligature avec un fragment de 4866 pb resultant de la 

digestion de pVR1012 (exemple 2) par Sail et BamHI pour generer le plasmide 

pLF1030 (environ 5639 pb). Le gene E0 de BVDV-2 souche 890 code pour une 
25 proteine de 253 acides amines. 

Un codon ATG est introduit dans la sequence de P oligonucleotide LF064 

de fa?on a permettre P initiation de la traduction du polypeptide E0 recombinant 

correspondant. 

30 6.2.2 pLF1031 : gene E0 , forme (p-globine tPA-EO) clone dans le vecteur 
pLF999. 
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Le gene EO est synthetise par une reaction de PCR a partir de la matrice 
pl_F1030 (exemple 6.2.1.) et a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF066 (42 mer) (SEQ ID NO 45) 

5' C ATG AC G CG G CCG CTATG AG A A AG AAATTG G AG AAG G C ACTG 3' et 
5 LF067 (39 mer) (SEQ ID NO 46) 

5' CATACCAGATCTTCATGCTGCATGAGCACCAAACCATGC 3'. 

Le fragment d'ADN d'environ 770 pb obtenu par digestion du produit de 
PCR par Notl et Bglll est ligature avec un fragment de 5642 pb resultant de la 
digestion de pLF999 (exemple 2) par Notl et Bglll pour generer le plasmide 
io pLF1 031 (environ 6417 pb). 

Le gene EO de BVDV-2 souche 890 ainsi modifie (p-globine tPA-EO) code 
pour une proteine de 283 acides amines. 



is Exemple 7 : Plasmides codant pour les differentes formes des antigenes du 
virus parainfluenza bovin, de type 3, (bPI-3) 

Les genes codant pour les antigenes hemagglutinine-neuraminidase (HN) 
et fusion (F) du virus bPI-3 sont obtenus par RT-PCR a partir de I'ARN viral de la 
souche Reisinger SF-4 (accessible aupres de I'ATCC sous le numero VR-281). 

20 

7.1 Plasmides codant pour les differentes formes de HN de la souche bPI-3 
SF-4 



7.1.1 pLF1024 : gene HN (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

25 L'ADNc du gene HN de la souche SF-4 est synthetise a partir de I'ARN 

viral correspondant a I'aide de I'amorce LF048 et amplifie par une reaction de 
PCR a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF047 (39 mer) (SEQ ID NO 47) 

5' CATATCGTCGACATGGAATATTGGAAACACACAAACAGC 3' et 
30 LF048 (38 mer) (SEQ ID NO 48) 

5' CATGACGATATCTAGCTGCAGTTTTTCGGAACTTCTGT 3'. 
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Le fragment d'ADN de 1726 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par Sail et EcoRV est ligature avec un fragment de 4896 pb resultant de la 
digestion de pVR1012 (exemple 2) par Sail et EcoRV pour generer le plasmide 
pLF1024 (environ 6619 pb). 

Le gene HN de bPI-3 code pour une proteine de 572 acides amines. 

7.1.2 pLF1025 : gene HN, forme (p-globine tPA-E2 A [TM]) clone dans le 
vecteur pLF999 

Le gene HN delete de son domaine transmembranaire est synthetise par 
une reaction de PCR a partir de la matrice pLF1024 (exempie 7.1.1) a I'aide du 
couple d'oligonucleotides suivants : 
LF058 (33 mer) (SEQ ID NO 49) 

5' CATACTGCGGCCGCTTTAATTCAAGAGAACAAT 3' et 
LF059 (35 mer) (SEQ ID NO 50) 

5' CATATCGATATCTAGCTGCAGTTTTTCGGAACTTC 3". 

Le fragment d'ADN de 1566 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par Notl et EcoRV est ligature avec un fragment de 5663 pb resultant de la 
digestion de pLF999 (exemple 2) par Notl et EcoRV pour generer le plasmide 
pLF1025 (environ 7229 pb). 

Le gene HN de bPI-3 ainsi modifie (p-globine tPA-E2 A [TM]) code pour 
une proteine de 548 acides amines. 



7.2 Plasmides codant pour les differentes formes de F de la souche bPI-3 
SF-4 

7.2.1 pLF1026 : gene F (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

L'ADNc du gene F de la souche SF-4 est synthetise a partir de I'ARN viral 
correspondant a I'aide de I' amorce LF061 et amplifie par une reaction de PCR a 
I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF060 (36 mer) (SEQ ID NO 51) 
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5' CATATCGTCGACATGATCATCACAAACACAATCATA 3' et 
LF061 (36 mer) (SEQ ID NO 52) 

5' CATGACCAGATCTTATTGTCTATTTGTCAGTATATA 3'. 

Le fragment d'ADN de 1628 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par Sail et Bglll est ligature avec un fragment de 4860 pb resultant de la 
digestion de pVR1012 (exemple 2) par Sail et Bglll pour generer le plasmide 
pLF1026 (environ 6488 pb). 

Le gene F de bPI-3 code pour une proteine de 550 acides amines. 

7.2.2 pLF1027 : gene F, forme (p-globine tPA-F A [TM+Cter]) clone dans le 
vecteur pLF999 

Le gene F delete de ses domaines transmembranaire et C-terminal est 
synthetise par une reaction de PCR a partir de la matrice pLF1026 (exemple 
7.2.1) et a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF062 (42 mer) (SEQ ID NO 53) 

5' CATACTGCGGCCGCTCAAATAGACATAACAAAACTGCAACGT 3' et 
LF063 (41 mer) (SEQ ID NO 54) 

5' CATATCGATATCTATGCACTAGATTGATACCAACTTCCAAC 3'. 

Le fragment d'ADN de 1434 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par Notl et EcoRV est ligature avec un fragment de 5663 pb resultant de la 
digestion de pLF999 (exemple 2) par Notl et EcoRV pour generer le plasmide 
pLF1027 (environ 7097 pb). 

Le gene F de bPI-3 ainsi modifie (p-globine tPA-F A [TM+Cter]) code pour 
une proteine de 504 acides amines. 

Exemple 8 : Plasmides codant pour les differentes formes des antigenes du 
virus de la pseudorage (PRV) 

Les genes codant pour les glycoproteines gB, gC et gD de PRV sont obtenus par 
PCR a partir de I'ADN viral de la souche NIA3 (M. Riviere et al. J. Virol. 66. 3424- 
3434 ; A. Baskerville et al., The Veterinary Bulletin, 1973, 43 n°9). Des mutants 
de la souche NIA3 de PRV peuvent egalement etre utilises et sont decrits dans 
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US-A-4,680,176 et deposes aupres de la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, Paris, France, sous les reference I- 
351 et I-352. 

8.1. Plasmides codant pour les differentes formes de PRV-gB 

8.1.1 pSB101 : gene gB (forme native) clone dans le vecteur pVR1012 

Le gene gB de la souche NIA3 de PRV est amplifie par PCR en utilisant 
I'ADN viral comme matrice et a I'aide des amorces suivantes : 
SB201 (36 mer) (SEQ ID NO 55) 

5' TTTTAAGATATCATGCCCGCTGGTGGCGGTCTTTGG 3* et 
SB202 (39 mer) (SEQ ID NO 56) 

5" TTTTAAGGATCCCTACAGGGCGTCGGGGTCCTCGCTCTC 3". 

Le produit d'amplification (2766 pb) est digere par les enzymes EcoRV et 
BamHI et clone dans le vecteur pVR1012 (exemple 2) prealablement digere par 
EcoRV et BamHI, generant le plasmide pSB101, d'une taille d'environ 7631 pb. 

Le gene gB de PRV code pour une glycoproteine de 913 acides amines. 

8.1.2 pSB102 : gene gB (forme A[TM-Cter]) clone dans le vecteur pVR1012 

La forme tronquee du gene gB de la souche NIA3 de PRV est amplifiee 
par PCR en utilisant I'ADN viral comme matrice et a I'aide des amorces 
suivantes : 

SB201 (SEQ ID NO 55) et 
SB203 (39 mer) (SEQ ID NO 57) 

5' TTTTAAGGATCCCTAGTGGTCCACCTTGACCACGCGGTC 3'. 

Le produit d'amplification (2262 pb) est digere par les enzymes EcoRV et 
BamHI et clone dans le vecteur pVR1012 (exemple 2) prealablement digere par 
EcoRV et BamHI, generant le plasmide pSB102, d'une taille d'environ 7142 pb. 

La forme tronquee (A[TM-Cter]) du gene gB code pour une glycoproteine 
de 750 acides amines, contenant le domaine extracellulaire de la glycoproteine 
gB de PRV. 
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8.1.3 pNS009 : gene gB (forme tPA A[TM-Cter]) clone dans le vecteur 
pAB110 

La forme tPA A[TM-Cter] du gene gB de la souche NIA3 de PRV est 
amplifiee par PCR a partir de la matrice pSB101 (exemple 8.1.1) et a I' aide des 
5 amorces suivantes : 

SB203 (SEQ ID NO 57) et 
SB217 (39 mer) (SEQ ID NO 58) 

5' AAAATTTCGATATCCACCTCGGCCTCGCCGACGCCCGGG 3'. 

Le produit d' amplification (2088 pb) est digere par les enzymes EcoRV et 
io Bglll et clone dans le vecteur pAB110 (exemple 2) prealablement digere par 
EcoRV et Bglll, generant le plasmide pNS009, d'une taille d'environ 7127 pb. 

La forme tPA A[TM-Cter] du gene gB code pour une glycoproteine de 720 
acides amines, contenant le domaine extracellulaire de la glycoproteine gB de 
PRV. 

15 

8.2 Plasmides codant pour les differences formes de PRV-gC 

8.2.1 pSB103 : gene gC (forme native) clone dans le vecteur pVR1012 

Le gene gC de la souche NIA3 de PRV est amplifie par PCR en utilisant 
20 I'ADN viral comme matrice et a I'aide des amorces suivantes : 
SB204 (36 mer) (SEQ ID NO 59) 

5' TTTTAAGATATCATGGCCTCGCTCGCGCGTGCGATG 3' et 
SB205 (37 mer) (SEQ ID NO 60) 

5' TTTT A AAG ATCTTT A AG GCCCCG CCTG G CG GTAGT AG 3". 
25 Le produit d' amplification (1452 pb) est digere par les enzymes EcoRV et 

Bglll et clone dans le vecteur pVR1012 (exemple 2) prealablement digere par 
EcoRV et Bglll, generant le plasmide pSB103, d'une taille d'environ 6323 pb. 

Le gene gC de PRV code pour une glycoproteine de 479 acides amines. 



30 



8.2.2 pSB104 : gene gC (forme A[TM-Cter]) clone dans le vecteur pVR1012 
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La forme tronquee du gene gC de la souche NIA3 de PRV est amplifiee 
par PCR en utilisant I'ADN viral comme matrice et a I'aide des amorces 
suivantes : 

SB204 (SEQ ID NO 59) et 
SB206 (36 mer) (SEQ ID NO 61) 

5' TTTTAAAGATCTTTAGGGGGAGGCGTCGTAGCGCTG 3'. 

Le produit d'amplification (1332 pb) est digere par les enzymes EcoRV et 
Bglll et clone dans le vecteur pVR1012 (exemple 2) prealablement digere par 
EcoRV et Bglll, generant le plasmide pSB104, d'une taille d'environ 6206 pb. 

La forme tronquee (A[TM-Cter]) du gene gC code pour une glycoproteine 
de 440 acides amines, contenant le domaine extracellulaire de la glycoproteine 
gC de PRV. 

8.2.3 pNS012 : gene gC (forme tPA A[TM-Cter]) clone dans le vecteur 
pAB110 

La forme tPA A[TM-Cter] du gene gC de la souche NIA3 de PRV est 
amplifiee par PCR a partir de la matrice pSB103 (exemple 8.2.1) et a I'aide des 
amorces suivantes : 
SB206 (SEQ ID NO 61) et 
SB218 (39 mer) (SEQ ID NO 62) 

5' AAAATTTCGATATCCACGGCGCTCGGCACGACGCCCAAC 3\ 

Le produit d'amplification (1270 pb) est digere par les enzymes EcoRV et 

Bglll et clone dans le vecteur pAB110 (exemple 2) prealablement digere par 

EcoRV et Bglll, generant le plasmide pNS012, d'une taille d'environ 631 1 pb. 

La forme tPA A[TM-Cter] du gene gC code pour une glycoproteine de 448 

acides amines, contenant le domaine extracellulaire de la glycoproteine gC de 

PRV. 

8.3 Plasmides codant pour les differentes formes de PRV-gD 

8.3.1 pSB105 : gene gD (forme native) clone dans le vecteur pVR1012 
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Le gene gD de la souche NIA3 de PRV est amplifie par PCR en utilisant 
I'ADN viral comme matrice et a I'aide des amorces suivantes : 
SB207 (36 mer) (SEQ ID NO 63) 

5' AATTTTG ATATC ATG CTG CTCG C AGCG CTATTG GCG 3' et 
5 SB208 (36 mer) (SEQ ID NO 64) 

5' AATTTTG G ATCCCT ACG G ACCG G G CTG C G CTTTT AG 3'. 

Le produit d'amplification (1227 pb) est digere par les enzymes EcoRV et 

BamHI et clone dans le vecteur pVR1012 (exemple 2) prealablement digere par 

EcoRV et BamHI, generant le plasmide pSB105, d'une taille d'environ 6104 pb. 
io Le gene gD de PRV code pour une glycoproteine de 404 acides amines. 

8.3.2 pSB106 : gene gD (forme A[TM-Cter]) clone dans le vecteur pVR1012 

La forme tronquee du gene gD de la souche NIA3 de PRV est amplifiee 
par PCR en utilisant I'ADN viral comme matrice et a I'aide des amorces 
15 suivantes : 

SB207 (SEQ ID NO 63) et 
SB209 (40 mer) (SEQ ID NO 65) 

5' AAATTTTGGATCCCTAGCGGTGGCGCGAGACGCCCGGCGC 3". 

Le produit d'amplification (1077 pb) est digere par les enzymes EcoRV et 
20 BamHI et clone dans le vecteur pVR1012 (exemple 2) prealablement digere par 
EcoRV et BamHI, generant le plasmide pSB106 d'une taille d'environ 5957 pb. 

La forme tronquee (A[TM-Cter]) du gene gD code pour une glycoproteine 
de 355 acides amines, contenant le domaine extracellulaire de la glycoproteine 
gD de PRV. 

25 

8.3.3 pPB238 : gene gD (forme tPA A[TM-Cter]) clone dans le vecteur 
pAB110 

La forme tPA A[TM-Cter] du gene gD de la souche NIA3 de PRV est 
amplifiee par PCR a partir de la matrice pSB105 (exemple 8.3.1) et a I'aide des 
30 amorces suivantes : 

SB209 (SEQ ID NO 65) et 



52 



SB21 9 (39 mer) (SEQ ID NO 66) 

5' AAAATTTCGATATCCACCTTCCCCCCGCCCGCGTACCCG 3'. 

Le produit d'amplification (1015 pb) est digere par les enzymes EcoRV et 
BamHI et clone dans le vecteur pAB110 (exemple 2) prealablement digere par 
5 EcoRV et Bglll, generant le plasmide pPB238, d'une taille d'environ 6056 pb, 

La forme tPA A[TM-Cter] du gene gD code pour une glycoproteine de 363 
acides amines, contenant le domaine extracellulaire de la glycoproteine gD de 
PRV. 

io Exemple 9 : Plasmides codant pour les differentes formes des antigenes du 
virus du syndrome respiratoire et reproducteur porcin (PRRSV), souche 
Lelystad 

Les genes codant pour les proteines COL3, COL5 et COL6 de PRRSV 
sont obtenus par RT-PCR a partir de I'ARN viral de la souche Lelystad (J. 
15 Meulenberg et al. Virology. 1993. 19. 62-72 ; WO-A-92-21375), deposee aupres 
de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut 
Pasteur, Paris, France, sous la reference 1-1 140. 

9.1 Plasmides codant pour les differentes formes du COL3 de la souche 
20 PRRSV Lelystad 

9.1.1 pLF1009 : gene COL3 (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

L'ADNc du gene COL3 de la souche Lelystad est synthetise a partir de 
I'ARN viral correspondant a I'aide de I'amorce LF028 et amplifie par une reaction 
25 de PCR a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF027 (30 mer) (SEQ ID NO 67) 

5' CACTACGATATCATGGCTCATCAGTGTGCA 3' et 
LF028 (30 mer) (SEQ ID NO 68) 
5' CACTACAGATCTTTATCGTGATGTACTGGG 3'. 
30 Le fragment d'ADN de 802 pb obtenu par digestion du produit de PCR par 

EcoRV et Bglll I est ligature avec un fragment de 4879 pb resultant de la 
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digestion de pVR1012 (exemple 2) par EcoRV et Bgllll pour generer le plasmide 
pLF1009 d'une taille d'environ 5681 pb. 

Le gene COL3 de PRRSV Lelystad code pour une proteine de 265 acides 
amines. 

5 

9.2 Plasmides codant pour les differentes formes du COLS de la souche 
PRRSV Lelystad 

9.2.1 pLF1011 : gene COLS (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

io L'ADNc du gene COL5 de la souche Lelystad est synthetise a partir de 

TARN viral correspondant a I'aide de ramorce LF020 et amplifie par une reaction 
de PCR a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF019 (30 mer) (SEQ ID NO 69) 

5' CTCACCGTCGACATGAGATGTTCTCACAAA 3' et 
15 LF020 (30 mer) (SEQ ID NO 70) 

5' CTCACCTCTAGACTAGGCCTCCCATTGCTC 3\ 

Le fragment d'ADN de 802 pb obtenu par digestion du produit de PCR par 
Sail et Xbal est ligature avec un fragment de 4879 pb resultant de la digestion de 
pVR1012 (exemple 2) par Sail et Xbal pour generer le plasmide pLF1011 d'une 
20 taille d'environ 5681 pb. 

Le gene COLS de PRRSV Lelystad code pour une proteine de 201 acides 
amines. 

9.2.2 pLF10!2 : gene COLS (forme tronquee) clone dans le vecteur pAB110. 

25 Le gene COLS delete de ses domaines transmembranaire et carboxy- 

terminal est synthetise par une reaction de PCR a partir de la matrice pLF1011 
(exemple 9.2.1) a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF021 (30 mer) (SEQ ID NO 71) 

5' CACCTCGGATCCTTTGCCGATGGCAACGGC 3' et 
30 LF022 (33 mer) (SEQ ID NO 72) 

5' CACCTCGGATCCTTAGACTTCGGCTTTGCCCAA 3'. 
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Le fragment d'ADN de 432 pb obtenu par digestion du produit de PGR par 
BamHI est ligature avec un fragment de 5105 pb resultant de la digestion de 
pAB110 (exemple 2) par BamHI pour generer le plasmide pLF1012 d'une taille 
d'environ 5537 pb. 

5 Le gene COLS de PRRSV Lelystad ainsi modifie (tPA A[TM+Cter]) code 

pour une proteine de 168 acides amines. 

9.3 Plasmides codant pour les differentes formes du COL6 de la souche 
PRRSV Lelystad 

10 

9.3.1 pLF1013 : gene COL6 (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

L'ADNc du gene COL6 de la souche Lelystad est synthetise a partir de 
TARN viral correspondant a I'aide de I'amorce LF024 et amplifie par une reaction 
de PCR a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants ; 
15 LF023 (30 mer) (SEQ ID NO 73) 

5' CACTCAGTCGACATGGGAGGCCTAGACGAT 3' et 

LF024 (30 mer) (SEQ ID NO 74) 

5' CACTCATCTAGATTACCGGCCATACTTGAC 3\ 

Le fragment d'ADN de 528 pb obtenu par digestion du produit de PCR par 
20 Sail et Xbal est ligature avec un fragment de 4881 pb resultant de la digestion de 
pVR1012 (exemple 2) par Sail et Xbal pour generer le plasmide pLF1013 d'une 
taille d'environ 5409 pb. 

Le gene COL6 de PRRSV Lelystad code pour une proteine de 173 acides 
amines. 

25 

9.3.2 pLF1014 : gene COL6 (forme tronquee) clone dans le vecteur pAB110. 

Le gene COL6 delete de ses domaines transmembranaire et carboxy- 
terminal est synthetise par une reaction de PCR a partir de la matrice pLF1013 
(exemple 9.3.1) a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
30 LF025 (30 mer) (SEQ ID NO 75) 

5' CACTACGGATCCGTGTCACGCGGCCGACTC 3' et 
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LF026 (33 mer) (SEQ ID NO 76) 

5' CACTACGGATCCTTAAACAGCTCGTTTGCCGCC 3'. 

Le fragment d'ADN de 390 pb obtenu par digestion du produit de PCR par 
BamHl est ligature avec un fragment de 5105 pb resultant de la digestion de 
pAB110 (exemple 2) par BamHl pour generer le plasmide pLF1014 d'une taille 
d'environ 5495 pb. 

Le gene COL6 de PRRSV Lelystad ainsi modifie (tPA A[TM+Cter]) code 
pour une proteine de 154 acides amines. 

Exemple 10 : Plasmides codant pour les differentes formes des antigenes 
du virus du syndrome respiratoire et reproducteur porcin (PRRSV), souche 
americaine ATCC VR-2332 

Les genes codant pour les proteines COL3, COL5 et COL6 des virus 
PRRSV sont obtenus par RT-PCR a partir de I'ARN viral de la souche 
americaine (M. Murtaugh et al. Arch Virol. 1995. 140. 1451-1460), deposee 
aupres de I'ATCC sous le numero VR-2332. 

10.1 Plasmides codant pour les differentes formes du COL3 de la souche 
PRRSV VR-2332 

10.1.1 pLF1015 : gene COL3 (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

L'ADNc du gene COL3 de la souche VR-2332 est synthetise a partir de 
I'ARN viral correspondant a I'aide de I'amorce LF038 et amplifie par une reaction 
de PCR a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF037 (30 mer) (SEQ ID NO 77) 
5' C ACT ACG AT ATC ATG GTTA AT AG CTGTACA 3' et 
LF038 (30 mer) (SEQ ID NO 78) 
5' C ACTACTCT AG ACTATCG CC GTACG GC ACT 3'. 

Le fragment d'ADN de 769 pb obtenu par digestion du produit de PCR par 
EcoRV et Xbal est ligature avec un fragment de 4900 pb resultant de la digestion 
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de pVRl0l2 (exempie 2) par EcoRV et Bgllll pour generer le plasmide pLF1015 
d'une taille d'environ 5669 pb. 

Le gene COL3 de PRRSV souche VR-2332 code pour une proteine de 
254 acides amines. 

5 

10.2 Plasmides codant pour les differentes formes du COLS de la souche 
PRRSV VR-2332 

10.2.1 pLF1017 : gene COLS (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

io L'ADNc du gene COLS de la souche VR-2332 est synthetise a partir de 

TARN viral correspondant a l'aide de I'amorce LF030 et amplifie par une reaction 
de PCR a l'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF029 (30 mer) (SEQ ID NO 79) 

5' CACTACGATATCATGTTGGAGAAATGCTTG 3' et 
15 LF030 (30 mer) (SEQ ID NO 80) 

5' CACTACAGATCTCTAAGGACGACCCCATTG 3'. 

Le fragment d'ADN de 607 pb obtenu par digestion du produit de PCR par 
EcoRV et Bglll est ligature avec un fragment de 4879 pb resultant de la digestion 
de pVR1012 (exempie 2) par EcoRV et Bglll pour generer le plasmide pLF1017 
20 d'une taille d'environ 5486 pb. 

Le gene COLS de PRRSV souche VR-2332 code pour une proteine de 
200 acides amines. 

10.2.2 pLF1018: gene COLS (forme tronquee) clone dans le vecteur 
25 pAB110. 

Le gene COLS delete de ses domaines transmembranaire et carboxy- 
terminal est synthetise par une reaction de PCR a partir de la matrice pLF1017 
(exempie 10.2.1) a l'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF031 (33 mer) (SEQ ID NO 81) 
30 5' CACTACGGATCCGCCAGCAACGACAGCAGCTCC 3' et 
LF032 (33 mer) (SEQ ID NO 82) 
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5' CACTACGGATCCTTAGACCTCAACTTTGCCCCT 3'. 

Le fragment d'ADN de 426 pb obtenu par digestion du produit de PCR par 
BamHI est ligature avec un fragment de 5105 pb resultant de la digestion de 
pAB110 (exemple 2) par BamHI pour generer le plasmide pLF1018 d'une taille 
5 d'environ 5531 pb. 

Le gene COL5 de PRRSV souche VR-2332 ainsi modifie (tPA 
A[TM+Cter]) code pour une proteine de 166 acides amines. 

10.3 Plasmides codant pour les differentes formes du COL6 de la souche 
10 PRRSV VR-2332 

10.3.1 pLF1019 : gene COL6 (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

L'ADNc du gene COL6 de la souche VR-2332 est synthetise a partir de 
TARN viral correspondant a Taide de I'amorce LF034 et amplifie par une reaction 
15 de PCR a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF033 (33 mer) (SEQ ID NO 83) 

5' CACATCCTGCAGATGGGGTCGTCCTTAGATGAC 3' et 

LF034 (30 mer) (SEQ ID NO 84) 

5' CACATCTCTAGATTATTTGGCATATTTGAC 3'. 
20 Le fragment d'ADN de 527 pb obtenu par digestion du produit de PCR par 

Pstl et Xbal est ligature avec un fragment de 4871 pb resultant de la digestion de 

pVR1012 (exemple 2) par Pstl et Xbal pour generer le plasmide pLF1019 d'une 

taille d'environ 5398 pb. 

Le gene COL6 de PRRSV souche VR-2332 code pour une proteine de 
25 1 74 acides amines. 

10.3.2 pLF1016: gene COL6 (forme tronquee) clone dans le vecteur 
pAB110. 

Le gene COL6 delete de ses domaines transmembranaire et carboxy- 
30 terminal est synthetise par une reaction de PCR a partir de la matrice pLF1019 
(exemple 10.3,1) a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
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LF035 (30 mer) (SEQ ID NO 85) 

5' CACTACGGATCCGTGAGTCGCGGCCGACTG 3' et 
LF036 (33 mer) (SEQ ID NO 86) 

5' CACTACGGATCCTTAAACAGCTTTTCTGCCACC 3\ 
5 Le fragment d'ADN de 390 pb obtenu par digestion du produit de PCR par 

BamHI est ligature avec un fragment de 5105 pb resultant de la digestion de 

pAB110 (exemple 2) par BamHI pour generer le plasrnide pLF1016 d'une taille 

d' environ 5495 pb. 

Le gene COL6 de PRRSV souche VR-2332 ainsi modifie (tPA 
io A[TM+Cter]) code pour une proteine de 154 acides amines. 

Exemple 11 : Plasmides codant pour les differentes formes des antigenes 
du virus de la grippe porcine (SIV), souche H1N1 

Les genes codant pour les antigenes hemagglutinine (HA) et 
15 neuraminidase (NA) du virus de la grippe porcine de type H1 N1 sont obtenus par 
RT-PCR a partir de TARN viral d'une souche « SW » H1N1. Des souches sont 
disponibles aupres du Centre de Recherche en Virologie, Institut Armand- 
Frappier, Universite du Quebec, Laval, Canada (D. S. Arora ef a/., Virus Genes, 
1997, 14, 251-254). Voir aussi G. W. Both et a/., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
20 1983, 80, 6996-7000. 

11.1 Plasmides codant pour les differentes formes de HA de la souche SIV 
H1N1 

25 11.1 -1 pLF1 001 : gene HA (forme native) clone dans le vecteur pVR1 01 2. 

L'ADNc du gene HA de la souche H1N1 est synthetise a partir de I'ARN 
viral correspondant a I'aide de I'amorce LF004 et amplifie par une reaction de 
PCR a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF003 (30 mer) (SEQ ID NO 87) 
30 5' CTCCATGATATCATGGAAGCAAAACTATTC 3' et 
LF004 (30 mer) (SEQ ID NO 88) 
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5' CTCCATCAG ATCTTAAATGCATATTCTGCA 3' . 

Le fragment d'ADN de 1705 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par EcoRV et Bglll est ligature avec un fragment de 4879 pb resultant de la 
digestion de pVR1012 (exemple 2) par EcoRV et Bglll pour generer le plasmide 
5 pLF1001 d'une taille d'environ 6584 pb. 

Le gene HA de SIV H1N1 code pour une proteine de 566 acides amines. 

11.1.2 pLF1002 : gene HA (forme modifiee) clone dans le vecteur pLF999. 

Le gene HA delete de ses domaines transmembranaire et carboxy- 
io terminal est synthetise par une reaction de PCR a partir de la matrice pLF1001 
(exemple 1 1.1.1) a Paide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF005 (30 mer) (SEQ ID NO 89) 

5' TCCGCGGCCGCACATGCTAACAATTCCACA 3' et 
LF006 (32 mer) (SEQ ID NO 90) 
15 5' TCCGCGGCCGCTTACATTGATTCTAGTTTCAC 3\ 

Le fragment d'ADN de 1515 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par Notl est ligature avec un fragment de 5678 pb resultant de la digestion de 
pLF999 (exemple 2) par Notl pour generer le plasmide pLF1002 d'une taille de 
7193 pb. 

20 Le gene HA de SIV H1N1 ainsi modifie (intron II du gene de la p-globine 

du lapin, tPA, A[TM+Cter]) code pour une proteine de 530 acides amines. 

11.2 Plasmides codant pour les differentes formes de NA de la souche SIV 
H1N1 

25 

11.2.1 pLF1003 : gene NA (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

L'ADNc du gene NA de la souche H1N1 est synthetise a partir de TARN 
viral correspondant a I'aide de I'amorce LF008 et amplifie par une reaction de 
PCR a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
30 LF007 (30 mer) (SEQ ID NO 91) 

5' CACCTGGTCGACATGAATCCAAATCAGAAG 3' et 
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LF008 (30 mer) (SEQ ID NO 92) 

5' CACCTGTCTAGACTACTTGTCAATGGTGAA 3'. 

Le fragment d'ADN de 1416 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par Sail et Xbal est ligature avec un fragment de 4881 pb resultant de la 
5 digestion de pVR1012 (exemple 2) par Sail et Xbal pour generer le plasmide 
pLF1003 d'une taille d'environ 6297 pb. 

Le gene NA de SIV H1N1 code pour une proteine de 469 acides amines. 

1 1.2.2 pLF1004 : gene NA (forme modifiee) clone dans le vecteur pLF999. 

io Le gene NA delete de ses domaines transmembranaire et carboxy- 

terminal est synthetise par une reaction de PCR a partir de la matrice pLF1003 a 
I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF009 (31 mer) (SEQ ID NO 93) 

5' CACTACGAATTCACAAATTGGGAATCAAAAT 3' et 
15 LF010 (30 mer) (SEQ ID NO 94) 

5' AATTTGTGAATTCGCGGCCGCGGATCCGGT 3\ 

Le fragment d'ADN de 1207 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par EcoRI est ligature avec un fragment de 5678 pb resultant de la digestion de 
pLF999 (exemple 2) par EcoRI pour generer le plasmide pLF1004 d'une taille 
20 d'environ 6885 pb. 

Le gene NA de SIV H1N1 ainsi modifie (intron II du gene de la [3-globine 
du lapin, tPA, A[TM+Cter]) code pour une proteine de 431 acides amines. 



Exemple 12 : Plasmides codant pour les differentes formes des antigenes 
25 du virus de la grippe porcine (SIV), souche H3N2 

Les genes codant pour les antigenes HA et NA du virus de la grippe 
porcine de type H3N2 sont obtenus par RT-PCR a partir de TARN viral de la 
souche « Cotes du Nord 1987 » (cdn87), referencee par TOrganisation Mondiale 
de la Sante (OMS) et disponible aupres du National Influenza Reference Center, 
30 Virology Laboratory, 8 avenue Rockfeller, 69008 Lyon, France. 
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12.1 Plasmides codant pour les differentes formes de HA de la souche SIV 
H3N2 

5 12.1.1 pLF1005 : gene HA (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

L'ADNc du gene HA de la souche H3N2 est synthetise a partir de I'ARN 
viral correspondant a I'aide de I'amorce LF012 et amplifie par une reaction de 
PCR a I'aide du couple d' oligonucleotides suivants : 
LF01 1 (30 mer) (SEQ ID NO 95) 
10 5' CTGCACGTCGACATGAAGACTGTCATTGCC 3' et 
LF012 (24 mer) (SEQ ID NO 96) 
5* GATATCTCAGATGCAAATGTTGCA 3'. 

Le fragment d'ADN de 1709 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par EcoRV et Sail est ligature avec un fragment de 4893 pb resultant de la 
is digestion de pVR1012 (exemple 2) par EcoRV et Sail pour generer le plasmide 
pLF1005 d'une taille d'environ 6602 pb. 

Le gene HA de SIV H3N2 code pour une proteine de 566 acides amines. 

12.1.2 pLF1006 : gene HA (forme modifiee) clone dans le vecteur pLF999. 

20 Le 9ene HA delete de ses domaines transmembranaire et carboxy- 

terminal est synthetise par une reaction de PCR a partir de la matrice pLF1005 
(exemple 12.1.1) a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF013 (33 mer) (SEQ ID NO 97) 

5' CACCGCGGATCCCTTCCAGAAAATGGCAGCACA 3' et 
25 LF014 (33 mer) (SEQ ID NO 98) 

5' CACCGCGGATCCTTAGTCTTTGTATCCCGACTT 3'. 

Le fragment d'ADN de 1542 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par BamHI est ligature avec un fragment de 5678 pb resultant de la digestion de 
pLF999 (exemple2) par BamHI pour generer le plasmide pLF1006 d'une taille 
30 d'environ 7220 pb. 
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Le gene HA de S1V H3N2 ainsi modifie (intron II du gene de la p-globine 
du lapin, tPA, A[TM+Cter]) code pour une proteine de 538 acides amines. 

12.2 Plasmides codant pour les differentes formes de NA de la souche SIV 
H3N2 

12.2.1 pLF1007 : gene NA (forme native) clone dans le vecteur pVR1012. 

L'ADNc du gene NA de la souche H3N2 est synthetise a partir de TARN 
viral correspondant a I'aide de r amorce LF016 et amplifie par une reaction de 
PCR a I'aide du couple d' oligonucleotides suivants : 
LF015 (30 mer) (SEQ ID NO 99) 
5' CACTCAGATATCATGAATCCAAAGCAAAAG 3' et 

LF016 (30 mer) (SEQ ID NO 100) 

5' CACTCATCTAGATTATATAGGCATGAGATC 3'. 

Le fragment d'ADN de 1414 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par EcoRV et Xbal est ligature avec un fragment de 4900 pb resultant de la 
digestion de pVR1012 (exemple 2) par EcoRV et Xbal pour generer le plasmide 
pLF1 007 d'une taille d'environ 6314 pb. 

Le gene NA de SIV H3N2 code pour une proteine de 469 acides amines. 

12.2.2 pLF1008 : gene NA (forme modifies) clone dans le vecteur pLF999. 

Le gene NA delete de ses domaines transmembranaire et carboxy- 
terminal est synthetise par une reaction de PCR a partir de la matrice pLF1005 
(exemple 12.2.1) a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
LF017 (33 mer) (SEQ ID NO 101) 

5' CACTACGGATCCTTCAAGCAATATGAGTGCGAC 3' et 
LF018 (33 mer) (SEQ ID NO 102) 

5' CACTACGGATCCTTATGAAGTCCACCATACTCT 3' 

Le fragment d'ADN de 1221 pb obtenu par digestion du produit de PCR 
par BamHI est ligature avec un fragment de 5678 pb resultant de la digestion de 
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pLF999 (exemple 2) par BamHI pour generer !e plasmide pLF1008 d'une taille 
d'environ 6899 pb. 

Le gene NA de SIV H3N2 ainsi modifie (intron II du gene de la (3-globine 
du lapin, tPA, A[TM+Cter]) code pour une proteine de 431 acides amines. 

5 

Exemple 13 : Plasmide codant pour le GM-CSF bovin 

L'ADNc du gene GM-CSF bovin est synthetise a partir de d'ARN cellulaire 
de cellules mononuclees sanguines bovines a I'aide de I'amorce LF065 et 
amplifie par une reaction de PCR a I'aide du couple d'oligonucleotides suivants : 
10 LF054 (36 mer) (SEQ ID NO 103) 

5' CATATCGTCGACATGTGGCTGCAGAACCTGCTTCTC 3' et 
LF055 (34 mer) (SEQ ID NO 104) 

5' CATGACCAGATCTTCACTTCTGGGCTGGTTCCCA 3'. 

Le fragment d'ADN de 437 pb obtenu par digestion du produit de PCR par 
is Sail et Bglll est ligature avec un fragment de 4860 pb resultant de la digestion de 
pVR1012 (exemple 2) par Sail et Bglll pour generer le plasmide pLF1032 
(environ 5297 pb). Le gene GM-CSF bovin code pour une proteine de 143 acides 
amines. 

20 Exemple 14 : Plasmide codant pour le GM-CSF porcin 

L'ADNc du gene GM-CSF porcin est synthetise a partir de d'ARN 
cellulaire de cellules mononuclees sanguines porcines a I'aide de I'amorce 
LF067 et amplifie par une reaction de PCR a I'aide du couple d'oligonucleotides 
suivants : 

25 LF056 (36 mer) (SEQ ID NO 105) 

5' CATATCGTCGACATGTGGCTGCAGAACCTGCTTCTC 3' et 
LF057 (37 mer) (SEQ ID NO 106) 

5' CATGACCAGATCTTCACTTCTGGGCTGGTTCCCAGCA 3'. 

Le fragment d'ADN de 440 pb obtenu par digestion du produit de PCR par 
30 Sail et Bglll est ligature avec un fragment de 4860 pb resultant de la digestion de 
pVR1012 (exemple 2) par Sail et Bglll pour generer le plasmide pLF1033 



64 



(environ 5300 pb). Le gene GM-CSF porcin code pour une proteine de 144 
acides amines. 

Exemple 15 : Formulation des plasmides vaccinaux 

5 La solution d'ADN contenant un ou plusieurs plasmides selon les 

exemples 3 a 14 est concentree par precipitation ethanolique cornme decrit dans 
Sambrook ef a/. (1989). Le culot d'ADN est repris par une solution de NaCI 0.9% 
de facon a obtenir une concentration de 1 mg/ml. Une solution de DMRIE-DOPE 
a 0,75mM est preparee par reprise d'un lyophilisat de DMRIE-DOPE par un 

io volume adapte d'H 2 0 sterile. 

La formation des complexes ADN plasrnidique-lipide est realisee par 
dilution a parties egales de la solution de DMRIE-DOPE 0.75 mM par la solution 
d'ADN a 1 mg/ml dans NaCI 0.9%. La solution d'ADN est introduite 
progressivement a I'aide d'une aiguille sertie 26G le long de la paroi du flacon 

15 contenant la solution de lipide cationique de facon a eviter la formation de 
mousse. On procede a une agitation douce des que les deux solutions sont 
melangees. On obtient en final une composition comprenant 0,375 mM de 
DMRIE-DOPE et 500 ug/ml de plasmide. 

11 est souhaitable que I'ensemble des solutions utilisees soient a 
20 temperature ambiante pour I'ensemble des operations decrites ci-dessus. On 

laisse la complexation ADN/DMRIE-DOPE se mettre en place a temperature 
ambiante pendant 30 minutes environ avant de proceder a I' immunisation des 
animaux. 

25 Exemple 16 : Immunisation des bovins contre BHV-1 

12 bovins sont randomises en 3 groupes de 4 animaux. 
Le groupe 1 constitue le groupe des animaux temoins. 

On administre aux animaux du groupe 2 un melange de plasmides 
vaccinaux pPB281 (codant pour gB de BHV-1 sous une forme A[TM-Cter], 
30 exemple 3.1 .2), pPB292 (codant pour gC de BHV-1 sous une forme A[TM-Cter], 
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exempie 3.2.2) et pPB284 (codant pour gD de BHV-1 sous une forme A[TM- 
Cter], exempie 3.3.2). 

On administre aux animaux du groupe 3 le meme melange que celui du 
groupe 2 mais formule avec du DMRIE-DOPE comme cela est decrit dans 
5 I'exemple 15. 

Une injection de 10 ml par voie intramusculaire est pratiquee a I'aide de 
seringues munies d'aiguille sur chaque bovin, et est repetee 21 jours plus tard. 
La masse totale de chaque plasmide utilisee lors de chaque immunisation est de 
1500 pg. 

io L'homme de Tart possede les connaissances necessaires pour adapter le 

volume ou la concentration en fonction de la dose de plasmide requise. 

Un suivi de la reponse serologique induite par les deux melanges de 
plasmides vaccins exprimant les antigenes gB, gC et gD de BHV-1 est realise 
15 sur une periode de 35 jours apres la primovaccination. 

Les resultats sont presentes dans le tableau qui suit : 



Plasmides 


Formulation 


Antigenes 


Dose 


SN a J28 


SN a J35 


controle 








0,2 +/- 0,0 


0,2 +/- 0,0 


pPB281 
pPB292 
pPB294 




gB A[TM-Cter] 
gC A[TM-Cter] 
gD A[TM-Cter] 


1500 (ig 
1500 
1500 jig 


1 ,0 +/■ 0,5 


1,2 +/- 0,8 


pPB281 
pPB292 
pPB294 


DMRIE-DOPE 


gBA[TM-Cter] - 
gC A[TM-Cter] 
gD A[TM-Cter] 


1500 \ig 
1500 iig 
1500 |ig 


2,1 +/- 0,6 


2,7 +/- 0,6 



20 

Exempie 17 : Immunisation des pores contre PRV 

15 pores, ages d'environ 7 semaines, sont randomises en 3 groupes de 5 
animaux. 

Le groupe 1 constitue le groupe des animaux temoins. 
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On administre aux animaux du groupe 2 un melange de plasmides 
vaccinaux pNS009 (codant pour gB de PRV sous une forme tPA A[TM-Cter], 
exemple 8.1.3), pNS012 (codant pour gC de PRV sous une forme tPA A[TM- 
Cter], exemple 8.2.3) et pPB238 (codant pour gD de PRV sous une forme tPA 
5 A[TM-Cter], exemple 8.3.3). 

On administre aux animaux du groupe 4 le meme melange que celui du 
groupe 3 mais formule avec du DMRIE-DOPE comme cela est decrit dans 
I'exemple 15 afin d'obtenir une concentration finale en DMRIE-DOPE de 0,0535 
mM. 

o 350 ug de chaque plasmide necessaire pour ces protocoles de 

vaccination sont melanges dans un volume final de 14 ml. 

Une injection de 2 ml par voie intramusculaire est pratiquee a I'aide de 
seringues munies d'aiguille sur chaque pore, et est repetee a 21 jours plus tard. 
5 Les pores sont eprouves a J35 par administration nasale de 2 ml d'une 

solution de virus d'epreuve PRV souche NIA3 a raison de 1 ml par narine et 
titrant 10 7 ' 76 DICC 50 par ml. 

Un suivi du poids (en kg) de chaque animal est realise sur une periode de 
42 jours apres la primovaccination. 
d AG7 (en pourcentage) correspond a I'ecart des pourcentages moyens de 

croissance ponderale d'un groupe sur une periode de 7 jours debutant au jour de 
I'epreuve et ramene sur un jour. 

Les resultats sont presentes dans le tableau qui suit : 



30 
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Plasmides 


Formulation 


Antigenes 


Dose 


Poids 
moyen a 
J35 


Poids 
moyen a 
J42 


AG7 


Controle 








25,3 +/- 6,2 


22,0 +/- 5,0 




pNS009 
pNS012 
pPB238 




gB A[TM-Cter] tPA 
gC A[TM-Cter] tPA 
gD A[TM-Cter] tPA 


350 ng 
350 \ig 
350 |ig 


25,3 +/- 4,8 


26,1 +/-4,7 


2,46 


pNS009 
pNS012 
pPB238 


DMRIE- 
DOPE 


gB A[TM-Cter] tPA 
gC A[TM-Cter] tPA 
gD A[TM-Cter] tPA 


350 [iq 
350 p.g 
350 \ig 


23,8 +/- 4,5 


26,2 +/- 4,9 


3,41 



II doit etre bien cornpris que I'irwention definie par les revendications 
annexees n'est pas limitee aux modes de realisation particuliers indiques dans la 
description ci-dessus, mais englobe les variantes qui ne sortent ni du cadre ni de 
Tesprit de la presente invention. 
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Revendications 

1. Vaccin ADN contre un pathogene touchant !es animaux de rente, 

notamment les bovins ou les porcins, comprenant un plasmide contenant une 
5 sequence nucleotidique codant pour un immunogene d'un pathogene de 
I'espece animale consideree, dans des conditions permettent ['expression in vivo 
de cette sequence, et un lipide cationique contenant un set d'amrnonium 
quaternaire, de formule 

CH 3 

R 1 - O - CH 2 - CH - CH 2 - N -— R 2 - X 
OR 1 CH 3 

io dans laquelie R1 est un radical aliphatique lineaire, sature ou insature, ayant 12 
a 18 atomes de carbone, R2 est un autre radical aliphatique, renfermant 2 ou 3 
atomes de carbone, et X un groupement hydroxyle ou amine, ce lipide etant de 
preference le DMRIE. 

15 2. Vaccin selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il comprend aussi 

du DOPE. 

3. Vaccin selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce qu'il comprend 
en outre une proteine GM-CSF de I'espece animale consideree. 

20 

4. Vaccin selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce qu'il comprend 
en outre un vecteur depression contenant le gene codant pour la proteine GM- 
CSF de I'espece animale consideree, dans des conditions permettant 
F expression in vivo de cette sequence. 

25 

5. Vaccin selon la revendication 4, caracterise en ce que le vecteur 
d'expression est un plasmide. 
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6. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en 
ce que la sequence nucleotidique codant pour un immunogene de pathogene est 
ia sequence d'un gene dont on a delete la partie codant pour le domaine 

5 transmembranaire. 

7. Vaccin selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en 
ce que le plasmide comportant la sequence nucleotidique codant pour un 
immunogene de pathogene comporte aussi une sequence nucleotidique codant 

10 pour une sequence signal heterologue, de preference pour un tPA. 

8. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en 
ce que le plasmide comportant la sequence nucleotidique codant pour un 
immunogene de pathogene comporte aussi un intron stabilisateur. 

15 

9. Vaccin selon la revendication 7, caracterise en ce que I'intron est 
Pintron II du gene de la beta-globine du lapin. 

10. Vaccin selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'il 
20 comprend une sequence nucleotidique de BHV-1. 

11. Vaccin selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence du gene gB optimisee par une sequence signal, notamment celle du 
signal tPA d'origine humaine, a la place de la sequence du peptide signal de la 

25 glycoproteine gB, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le 
domaine transmembranaire de gB, 

12. Vaccin selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence du gene gC optimisee par une sequence signal, notamment celle du 

30 signal tPA d'origine humaine, a la place de la sequence du peptide signal de la 
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glycoprotein gC, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le 
domaine transmembranaire de gC. 

13. Vaccin selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il comprend la 

5 sequence du gene gD optimisee par une sequence signal, notamment celle du 
signal tPA d'origine humaine, a la place de la sequence du peptide signal de la 
glycoproteine gD, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le 
domaine transmembranaire de gD. 

10 14. Vaccin selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il comprend du 

DMRIE-DOPE, un plasmide d'expression codant pour I'antigene gB de BHV-1 
optimise par la deletion du fragment de la sequence nucleotidique codant pour le 
domaine transmembranaire et la partie C terminate contigue, d'un deuxieme 
plasmide d'expression codant pour I'antigene gC de BHV-1 optimise par la 

15 deletion du fragment de la sequence nucleotidique codant pour le domaine 
transmembranaire et la partie C terminale contigue, et d'un troisieme plasmide 
d'expression codant pour I'antigene gD de BHV-1 optimise par la deletion du 
fragment de la sequence nucleotidique codant pour le domaine 
transmembranaire et la partie C terminale contigue. 

20 

15. Vaccin selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence nucleotidique de BRSV. 

16. Vaccin selon la revendication 15, caracterise en ce qu'il comprend la 
25 sequence du gene F de BRSV optimise par substitution, par une sequence 

signal, notamment celle du tPA d'origine humaine, de la sequence signal de la 
proteine F de BRSV, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le 
domaine transmembranaire de F. 

30 17. Vaccin selon la revendication 15, caracterise en ce qu'il comprend la 

sequence du gene G de BRSV optimise par substitution, par une sequence 
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signal, notamment celle du tPA d'origine humaine, de la sequence signal de la 
glycoproteine G de BRSV, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour 
le domaine transmembranaire de G. 

18. Vaccin selon la revendication 15, caracterise en ce qu'ii comprend du 
DMRIE-DOPE, un plasmide d'expression codant pour I'antigene F de BRSV 
optimise par I' insertion de la sequence signal du tPA humain a la place de la 
sequence signal de F, et par la deletion du fragment de la sequence 
nucleotidique de F codant pour le domaine transmembranaire et la partie C 
terminale contigue, et un deuxieme plasmide d'expression codant pour I'antigene 
G de BRSV optimise par I'insertion de la sequence signal du tPA humain a la 
place de la sequence signal de G, et par la deletion du fragment de la sequence 
nucleotidique codant pour le domaine transmembranaire de G et la partie C 
terminale contigue. 

19. Vaccin selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'ii 
comprend une sequence nucleotidique de BVDV. 

20. Vaccin selon la revendication 19, caracterise en ce qu'ii comprend la 
sequence du gene E1 de BVDV optimisee par addition d'une sequence signal, 
notamment celle du tPA d'origine humaine, en amont de la sequence 
nucleotidique codant pour la proteine E1, et/ou par I' insertion d'un intron, 
notamment de IMntron II du gene de la beta-globine du lapin en amont de la 
sequence nucleotidique codant pour E1 . 

21. Vaccin selon la revendication 19, caracterise en ce qu'ii comprend la 
sequence du gene E2 optimisee par addition d'une sequence signal, notamment 
celle du tPA d'origine humaine, en amont de la sequence nucleotidique codant 
pour la proteine E2, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le 
domaine transmembranaire de E2, et/ou par I'insertion d'un intron, notamment 
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Fettle availt rectification 

de I'intron II du gene de la beta-globine du lapin en amont de la sequence 
nucleotidique codant pour E2. 

22. Vaccin selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il comprend 
du DMRIE-DOPE, un plasmide depression codant pour I'antigene E1 de BVDV 
optimise par ['insertion de la sequence signal du tPA humain en amont de E1 et 
par ('insertion de I'intron II du gene de la beta-globine du lapin en amont de E1, 
et un deuxieme plasmide codant pour I'antigene E2 de BVDV optimise, par 
I'insertion de la sequence signal du tPA humain en amont de E2, par la deletion 
du fragment de la sequence nucleotidique codant pour le domaine 
transmembranaire de E2 et par I'insertion de I'intron II du gene de la beta- 
globine du lapin en amont de E2. 

23. Vaccin selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence nucleotidique de bPI-3. 

24. Vaccin selon la revendication 23, caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence du gene HN de bPI-3 optimisee par substitution, par une sequence 
signal, notamment celle du tPA d'origine humaine, de la sequence signal de HN, 
et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le domaine 
transmembranaire de HN , et/ou par I'insertion d'un intron, notamment de I'intron 
II du gene de la beta-globine du lapin en amont de la sequence nucleotidique 
codant pour HN. 

25. Vaccin selon la revendication 23, caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence du gene F de bPI-3 optimisee par substitution, par une sequence 
signal, notamment celle du tPA d'origine humaine, de la sequence signal de F, 
et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le domaine 
transmembranaire de F , et/ou par I'insertion d'un intron, notamment de I'intron II 
du gene de la beta-globine du lapin en amont de la sequence nucleotidique 
codant pour F. 



• 
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26. Vaccin selon la revendication 23 caracterise en ce qu'il comprend du 
DMRIE-DOPE, un plasmide d'expression codant pour I'antigene HN de bPI-3 
optimise par I'insertion de la sequence signal du tPA humain a la place de la 

5 sequence signal de HN, par la deletion du fragment de la sequence 
nucleotidique de HN codant pour le domaine transmembranaire et la partie C 
terminale contigue et par I'insertion de I'intron II du gene de la beta-globine du 
lapin en amont de HN, et un deuxieme plasmide d'expression codant pour 
I'antigene F de bPI-3 optimise par I'insertion de la sequence signal du tPA 

10 humain a la place de la sequence signal de F, par la deletion du fragment de la 
sequence nucleotidique codant pour le domaine transmembranaire de F et la 
partie C terminale contigue et par 1'insertion de I'intron II du gene de la beta- 
globine du lapin en amont de F. 

15 27. Vaccin selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence nucleotidique de PRV. 

28. Vaccin selon la revendication 27, caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence du gene gB optimisee par substitution, par une sequence signal, 

20 notamment celle du signal tPA d'origine humaine, de la sequence du peptide 
signal de la glycoproteine gB, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant 
pour le domaine transmembranaire de gB. 

29. Vaccin selon la revendication 27, caracterise en ce qu'il comprend la 
25 sequence du gene gC optimisee par substitution, par une sequence signal, 

notamment celle du signal tPA d'origine humaine, de la sequence du peptide 
signal de la glycoproteine gC, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant 
pour le domaine transmembranaire de gC. 
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30. Vaccin selon la revendication 27, caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence du gene gD optimisee par substitution, par une sequence signal, 
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notamment celle du signal tPA d'origine humaine, de la sequence du peptide 
signal de la glycoproteine gD, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant 
pour le domaine transmembranaire de gD. 

5 31. Vaccin selon la revendication 27, caracterise en ce qu'il comprend du 
DMRIE-DOPE, un plasmide d'expression codant pour I'antigene gB de PRV 
optimise par la deletion du fragment de la sequence nucleotidique codant pour le 
domaine transmembranaire et de la partie C terminate contigue, un deuxieme 
plasmide d'expression codant pour I'antigene gC de PRV optimise par la deletion 

10 du fragment de la sequence nucleotidique codant pour le domaine 
transmembranaire et de la partie C terminale contigue, et un troisieme plasmide 
d'expression codant pour I'antigene gD de PRV optimise par la deletion du 
fragment de la sequence nucleotidique codant pour le domaine 
transmembranaire et de la partie C terminale contigue. 

15 

32. Vaccin selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence nucleotidique de PRRSV. 

33. Vaccin selon la revendication 32, caracterise en ce qu'il comprend une 
20 sequence nucleotidique du gene COL3 optimisee par substitution, par une 

sequence signal, notamment celle du signal tPA d'origine humaine, de la 
sequence du peptide signal de la proteine codee par COL3, et/ou par la deletion 
du fragment d'ADN codant pour le domaine transmembranaire de COL3. 

25 34. Vaccin selon la revendication 32, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique du gene COLS optimisee par substitution, par une 
sequence signal, notamment celle du signal tPA d'origine humaine, de la 
sequence du peptide signal de la proteine codee par COLS, et/ou par la deletion 
du fragment d'ADN codant pour le domaine transmembranaire de COLS. 
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35. Vaccin selon la revendication 32, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique du gene COL6 optimisee par substitution, par une 
sequence signal, notamment celle du signal tPA d'origine humaine, de la 
sequence du peptide signal de la proteine codee par COL6, et/ou par la deletion 

5 du fragment d'ADN codant pour le domaine transmembranaire de COL6. 

36. Vaccin selon la revendication 32, caracterise en ce qu'il comprend du 
DMRIE-DOPE, un plasmide d'expression codant pour I'antigene COL3 de 
PRRSV, un deuxieme plasmide d'expression codant pour I'antigene COLS de 

to PRRSV optimise par substitution de la sequence signal de COLS par la 
sequence peptide signal tPA humain et par la deletion du fragment de la 
sequence nucleotidique codant pour le domaine transmembranaire et la partie C 
terminate contigue, et un troisieme plasmide d'expression codant pour I'antigene 
COL6 de PRRSV optimise par substitution de la sequence signal de COL6 par la 

15 sequence peptide signal tPA humain et par la deletion du fragment de la 
sequence nucleotidique codant pour le domaine transmembranaire et la partie C 
terminate contigue. 

37. Vaccin selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'il 
20 comprend une sequence nucleotidique de SIV. 

38. Vaccin selon la revendication 37, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique du gene HA optimisee par substitution, par une 
sequence signal, notamment celle du tPA d'origine humaine, de la sequence 

25 signal de HA, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le domaine 
transmembranaire de HA, et/ou par I'insertion d'un intron, notamment de I'intron 
II du gene de la beta-globine du lapin en amont de la sequence nucleotidique 
codant pour HA. 

30 39, Vaccin selon la revendication 37, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique du gene NA optimisee par substitution, par une 
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sequence signal, notamment celle du tPA d'origine humaine, de la sequence 
signal de NA, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le domaine 
transmembranaire de NA, et/ou par I'insertion d'un intron, notamment de I'intron 
II du gene de la beta-globine du lapin en amont de la sequence nucleotidique 
codant pour NA. 



40. Vaccin selon la revendication 37, caracterise en ce qu'il comprend du 
DMRIE-DOPE, un plasmide d'expression codant pour I'antigene HA de 
SIV optimise par I'insertion de la sequence signal du tPA humain a la 
place de la sequence signal de HA, par la deletion du fragment de la 
sequence nucleotidique de HA codant pour le domaine transmembranaire 
et la partie C terminale contigue, et par I'insertion de I'intron II du gene de 
la beta-globine du lapin en amont de HA, et un deuxieme plasmide 
d'expression codant pour I'antigene NA de SIV optimise par I'insertion de 
la sequence signal du tPA humain a la place de la sequence signal de NA, 
par la deletion du fragment de la sequence nucleotidique codant pour le 
domaine transmembranaire de NA et la partie C terminale contigue, et par 
Tinsertion de I'intron II du gene de la beta-globine du lapin en amont de 
NA. 
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signal, notamment celle du tPA d'origine humaine, de la sequence signal de la 
glycoproteine G de BRSV, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour 
le domaine transmernbranaire de G. 

5 18. Vaccin selon la revendication 15, caracterise en ce qu'il comprend du 

DMRIE-DOPE, un plasmide d'expression codant pour I'antigene F de BRSV 
optimise par I'insertion de la sequence signal du tPA humain a la place de la 
sequence signal de F, et par la deletion du fragment de la sequence 
nucleotidique de F codant pour le domaine transmernbranaire et la partie C 

10 terminale contigue, et un deuxieme plasmide d'expression codant pour I'antigene 
G de BRSV optimise par I'insertion de la sequence signal du tPA humain a la 
place de la sequence signal de G, et par la deletion du fragment de la sequence 
nucleotidique codant pour le domaine transmernbranaire de G et la partie C 
terminale contigue. 

15 

19. Vaccin selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence nucleotidique de BVDV. 

20. Vaccin selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il comprend la 
20 sequence du gene E0 de BVDV optimisee par addition d'une sequence signal, 

notamment celle du tPA d'origine humaine, en amont de la sequence 
nucleotidique codant pour la proteine E0, et/ou par ('insertion d'un intron, 
notamment de I'intron II du gene de la beta-globine du lapin en amont de la 
sequence nucleotidique codant pour E0. 

25 

21. Vaccin selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence du gene E2 optimisee par addition d'une sequence signal, notamment 
celle du tPA d'origine humaine, en amont de la sequence nucleotidique codant 
pour la proteine E2, et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le 

30 domaine transmernbranaire de E2, et/ou par I' insertion d'un intron, notamment 



FEUILLE RECTlrtBl 



de Tintron II du gene de la beta-globine du lapin en amont de la sequence 
nucleotidique codant pour E2. 

22. Vaccin selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il comprend 
5 du DMRIE-DOPE, un plasmide d'expression codant pour I'antigene EO de BVDV 
optimise par Tinsertion de la sequence signal du tPA hurnain en arnont de EO et 
par I'insertion de Tintron II du gene de la beta-globine du lapin en amont de EO, 
et un deuxieme plasmide codant pour I'antigene E2 de BVDV optimise par 
Tinsertion de la sequence signal du tPA hurnain en amont de E2, par la deletion 
io du fragment de la sequence nucleotidique codant pour le domaine 
transmembranaire de E2 et par I'insertion de Tintron II du gene de la beta- 
globine du lapin en amont de E2. 

23. Vaccin selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'il 
15 comprend une sequence nucleotidique de bPI-3. 

24. Vaccin selon la revendication 23, caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence du gene HN de bPI-3 optimisee par substitution, par une sequence 
signal, notamment celle du tPA d'origine humaine, de la sequence signal de HN, 

20 et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le domaine 
transmembranaire de HN , et/ou par Tinsertion d'un intron, notamment de Tintron 
II du gene de la beta-globine du lapin en amont de la sequence nucleotidique 
codant pour HN. 

25 25. Vaccin selon la revendication 23, caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence du gene F de bPI-3 optimisee par substitution, par une sequence 
signal, notamment celle du tPA d'origine humaine, de la sequence signal de F, 
et/ou par la deletion du fragment d'ADN codant pour le domaine 
transmembranaire de F , et/ou par Tinsertion d'un intron, notamment de I'intron II 

30 du gene de la beta-globine du lapin en amont de la sequence nucleotidique 
codant pour F. 
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